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ABSTRAKT 
Důležitou součástí vývoje mikroorganismů jsou studie o vzájemných vztazích mezi nimi.  
V rámci diplomové práce byly monitorovány přítomné mikroorganismy ve vzorku 
hroznové šťávy červeného vína a vzájemné vztahy mezi kvasinkami, bakteriemi a plísněmi. 
Na kultivaci mikroorganismů byly použity tři různé média, speciálně pro sledování celkového 
počtu mikroorganismů, pro kvasinky a pro mléčné bakterie. Na stanovení počtu 
životaschopných buněk byla použita nepřímá metoda. Jedná se o počítání viditelných 
makroskopických kolonií vyrostlých na agarových plotnách. Po nárůstu buněk byly vizuálně 
hodnoceny tvary kolonií a mikroskopicky byla zjištěna morfologie buněk mikroorganismů. 
Po aplikaci komerčního enzymatického preparátu byla monitorována doba jeho působení 
v hroznové šťávě při výrobě červeného vína. Aktivita komerčního preparátu enzymu 
v hroznové šťávě byla sledována na základě průběhu degradace vysokomolekulového 
substrátu enzymy pomocí Ubbelohdeho viskozimetru.   
Získané výsledky poskytly řadu poznatků ohledně výskytu mikroflóry v průběhu výroby 
červeného vína. Významnou úlohu hrály komerční preparáty přidané do hroznové šťávy.  
 
 
ABSTRACT 
The studies on interactions between microorganisms play an important role in their further 
development . 
In my thesis, I focused on monitoring of microorganisms in the sample of red grape juice 
and on the interactions between yeasts, bacteria and filamentous fungi. Three different media 
were applied for the cultivation of microorganisms; firstly for monitoring of total volume of 
microorganisms, secondly for yeasts and third time for lactic acid bacteria. The indirect 
method was used for the determination of the amount of viable cells. This method consists in 
enumerating of visible macroscopic colonies grown up on agar plates. When the cells grew 
up, the forms of colonies were analyzed visually and the morphology of microorganisms was 
detected microscopically. 
The operating time of enzymes in grape juice in the production of red wine was monitored  
after application of commercial enzymatic preparation. The enzym action in grape juice was 
observed on the basis of the process of degradation of high – molecular substrate by enzymes 
through the use of Ubbelohd´s viscometer.  
The research findings provided a lot of knowledge about the occurance of microflora in the 
process of production of red wine. The commercial preparations added to grape juice played a 
significant role.     
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1.  ÚVOD 
Chuť a vůně vína je senzorická představa, která se liší s osobností, konzumními 
zkušenostmi a chemickém složení vína. Konečná odezva je výsledkem celkových 
chemosenzorických interakcí, které je těžké předpovídat, protože působení jednotlivých 
interakcí je velmi proměnlivé. Stálý výzkum nám postupně poskytuje porozumění těchto 
vztahů a vlivů na ně. Chemické složení vína je závislé na spoustě faktorů. Jedná se např. o 
hroznovou rozmanitost, geografické podmínky pro jednotlivé kultivary hroznů, mikrobiální 
ekologie hroznu, průběh kvasících procesů a celkové provedení výroby vína [1]. 
Víno je produkt vztahů mezi plísněmi, kvasinkami a bakteriemi ve vinohradě a pokračuje 
přes kvasící procesy až do nalahvování. Ačkoli hroznový kultivar a kultivace poskytují 
základy vinné chuti a vůně, mikroorganismy, obzvláště kvasinky, mají významný vliv na 
jemnost a osobitost chuti a vůně vína. Působí na kvalitu hroznu ještě před sklizní a během 
kvašení, kdy metabolický hroznový cukr a další složky mění na etanol, CO2 a stovky 
sekundárních konečných produktů. Na povrchu zdravého hroznu má převahu Aureobasidium 
pullulans, Metschnikowia, Hanseniaspora (Kloeckera), Cryptococcus a Rhodotorula 
v závislosti na zralosti. Tato mikroflóra popisuje růst znehodnocujících a mykotoxických 
plísní na hroznech, rody a druhy kvasinek, které přispívají k alkoholovému kvašení a bakterie, 
které přispívají k malolaktickému kvašení. Poškození hroznů zvyšuje populaci mléčných a 
octových bakterií, které mají vliv na kvasinky během alkoholového kvašení. Alkoholové 
kvašení je charakterizováno růstem různých kmenů a druhů kvasinek. Tato ekologie může 
určit následný postup malolaktického kvašení a potenciál růstu znehodnocujících bakterií ve 
finálním produktu. Jedná se o mechanismy, kdy jeden rod/druh má vliv na další rody a druhy 
mikroorganismů a tyto vztahy určují ekologii vína [1].       
Větší část chemických reakcí v metabolismu rostlinných buněk katalyzují    
biokatalyzátory – enzymy. Už malé množství enzymů podněcuje vznik mnohých 
fyziologických reakcí, které se bez nich nedají uskutečnit. Hroznové mošty jsou poměrně 
bohaté na enzymy, protože mošt vytváří šťáva z pletiv celého zralého střapce hroznu [15]. 
Významné enzymy ve výrobě vína jsou pektinázy nebo pektinolytické enzymy, které 
hydrolyzují pektinové látky. Pektinázy jsou jedny z mnoha enzymů přítomných v bakteriích, 
plísních a rostlinách. Pektolytické enzymy jsou významně důležité v současném 
biotechnologickém období s jejich všestrannou aplikací [4].  
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2.  LITERÁRNÍ  PŘEHLED  O  VÝROBĚ  A  MIKROFLÓŘE 
ČERVENÉHO VÍNA 
 
2.1. Výroba červeného vína 
Technologický postup výroby červených vín je odlišný od výroby bílých vín. Základním 
rozdílem je nutnost uvolnit z bobulí modrých odrůd červené barvivo a přiměřené množství 
tříslovin a ostatních důležitých složek potřebných pro charakter červeného vína [17]. 
 
2.1.1 Odrůda Burgundské (Rulandské) modré 
Rulandské modré má středně velké, tmavě zelené, mírně třílaločné listy, středně husté 
olistění. Hrozny jsou malé, válcovité, husté. Bobule malé, kulaté, modré, s tenkou slupkou, 
která snadno podléhá hnilobě, a proto se šlechtitelé snaží vyhledávat klony s méně hustými 
hrozny. Dužnina je řídká s kořenitou chutí. Réví vyzrává dobře, odolnost na mráz je dobrá a 
odolnost proti houbovým chorobám je nízká. Plodnost je pravidelná a dobrá. Vyžaduje 
nejlepší polohy, na hlinité půdě dává vína plná a tmavších barev, na štěrkovité půdě vína 
světlejší, ale s velmi jemnými vůněmi [21].  
 
2.1.2 Vyzrálost a zdravotní stav 
V období plodové zralosti, v měsících září až listopad, se přistupuje ke sběru úrody ve 
vinicích. Při příznivých klimatických podmínkách není potřeba sběr urychlovat. V zasychající 
bobuli se obsah cukru zvyšuje a obsah kyselin prodýcháním snižuje. Dotváří se odrůdový 
charakter, zintenzivňuje se tvorba aromatických látek [7]. Na konci dozrávání se vlivem 
kultivace půdy, šíření různých chorob a větrného počasí usazují na bobulích různé půdní 
částice, vegetativní orgány plísní, hub a postřikové látky. Hrozny bývají také poničené 
krupobitím a hmyzem, což znehodnocuje mošt a ohrožuje kvalitu vína [3]. 
Aby vína měli dostatek alkoholu potřebného na zabezpečení jejich stability, je důležité 
zajistit dostatek cukru v moštu. Z hlediska aerobních mikroorganismů, zejména bakterií, nejen 
před kvašením, ale i během kvašení a dokvášení moštu, je třeba zabezpečit obsah alkoholu od 
11 – 13 obj. %. Současně je potřeba zabezpečit inaktivaci oxidačních enzymů, octových 
bakterií [3,16] a ochranu celé řady vitamínů, buketových sloučenin během zpracování   
hroznu [3]. 
 
2.1.3 Nakvášení rmutu 
Barevnost a chuťový projev červených vín způsobují polyfenoly, z nichž jsou to 
antokyanové pigmenty, třísloviny, katechiny, kondenzované třísloviny a leukoantokyany. 
Nacházejí se v podstatě ve všech částech hroznu modrých kultivarů révy. Extrakce polyfenolů 
z pevných částí bobulí se nejspolehlivěji získají alkoholovým kvašením rozemletých hroznů. 
Během tvorby alkoholu nastává rozrušování buněčných struktur slupky, přičemž vznikající 
10 
 
alkohol spolu s kyselinami za účasti pektolytických enzymů uvolňují polyfenoly do 
rozkvašeného moštu. Tento proces urychluje rychlost tvorby alkoholu. Samotná tvorba 
alkoholu souvisí s teplotou moštu a přídavky komerčních preparátů kvasinek rodu 
Saccharomyces a enzymů do moštu [3]. 
 
Úprava teploty 
Kvašení by mělo být zahájeno co nejdříve, aby byla potlačena mikrobiologická 
konkurence. K tomu potřebují vinné kvasinky odpovídající teplotu. Optimální teplota je 
kolem 18 °C [16]. 
 
Přídavek čistých kultur kvasinek 
Rychlé zakvašení je nezbytné. Pro vyloučení nečistého průběhu kvašení je vhodné použít 
přídavek čistých kultur vinných kvasinek Saccharomyces cerevisiae [16]. Výhody aplikace 
čistých kultur kvasinek před spontánním kvašením moštu můžeme shrnout do tří bodů [7]: 
 zaručují hladký, nerušený začátek a průběh kvašení 
 zaručují úplné vykvašení cukru vína 
 zabezpečují vznik minimálního množství nežádoucích vedlejších produktů kvašení 
 
Přídavek enzymů 
Přidáním pektolytických enzymů lze urychlit uvolňování barviva z buněk. To je důležité 
zejména v případech brzkého lisování. Pokud bude nakvášení probíhat déle, není potřeba 
enzymy přidávat. Postačí původní množství obsažené v moštu [16]. 
Mošt, ke kterému byla přidána kultura kvasinek, byl po 12 dnech nakvášení téměř 
dokvašený s obsahem alkoholu 12,8 obj. %.  Mošt, bez zákvasu čisté kultury kvasinek, byl po 
12 dnech nedokvašený s obsahem alkoholu 9,4 obj. %. Prodlužování alkoholového kvašení 
při výrobě červených vín nad 12 dní je z hlediska stability a kvality červených vín škodlivé, 
protože při pomalé tvorbě CO2 se zvyšuje riziko zintenzivnění oxidačních procesů, 
katalyzovaných oxidázami a polyfenoloxidázami. Oxidované polyfenoly, zejména antokyany, 
se degradují na oxidované hnědé formy, které zhoršují chuťové vlastnost červených vín. 
Oxidace polyfenolů může být omezena pravidelným mícháním nebo aplikací SO2 v množství 
10 g/hl rmutu ve fázi bouřlivého kvašení a po aplikaci kmenů kvasinek tolerantních         
k SO2 [3]. 
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2.1.4 Lisování 
Lisováním se oddělí kapalná složka od tuhých látek [17]. Kvalitu získaného moštu 
ovlivňuje tlak použitý při lisování, konstrukce lisu, mechanické vlastnosti rmutu a jiné další 
faktory. Nedoporučuje se užívat při lisování vysokých tlaků, protože získaný mošt obsahuje 
více tříslovin, olejů, chlorofylových pigmentů a bílkovin, které značně snižují                
kvalitu vín [3]. 
 
2.1.5 Malolaktické kvašení 
Malolaktické kvašení je označováno jako sekundární kvašení a má významnou úlohu pro 
budoucí kvalitu vína. Na malolaktickém kvašení se podílí bakterie mléčného kvašení [18]. 
Jedná se o rody Leuconoctoc sp., Lactobacillus sp. a Pediococcus sp. Při tomto ději dochází 
k dekarboxylaci jablečné kyseliny na slabě disociovanou jednosytnou kyselinu mléčnou a 
CO2, který z prostředí uniká. Bakteriální odbourávání kyselin začíná už ve fázi dokvášení, 
kdy část kvasinkových buněk už sedimentuje a zčásti i autolyzuje. Obohacení vína růstovými 
látkami a vitamíny, zejména vitamíny skupiny B, zvýšení teploty během nakvášení a postupné 
zvyšování pH vína důsledkem vysrážení části kyseliny vinné ve formě nerozpustného 
hydrogenvínanu draselného umožňuje rychlé množení mléčných bakterií a začátek 
odbourávání [3].  
Předpoklady k zahájení malolaktického kvašení jsou [16]: 
 hodnota pH přes 3,1 (lze v případě potřeby zvýšit mírným odkyselováním pomocí 
uhličitanu vápenatého) 
 teplota moštu kolem 22 °C 
 žádný volný SO2, vázaný maximálně 50 mg/l 
 zbytkový cukr pod 20 g  
 zachování vína v mírně kalném stavu a jeho ponechání na zdravých, jemných 
kvasnicích (kvasnice uvolňují živiny potřebné pro růst bakterií) 
Malolaktické kvašení dělíme na heterofermentativní a homofermentativní. První způsob je 
považován za nežádoucí, jelikož při něm vzniká kyselina mléčná ze zbytkového cukru 
působením heterofermentativních mléčných bakterií a další nežádoucí látky, především 
diacetyl, kyselina octová). Naopak při působení homofermentativních bakterií dochází ke 
vzniku kyseliny mléčné právě z přeměny kyseliny jablečné a malé množství těkavých    
kyselin [18].  
Jak již bylo zmíněno, při malolaktickém kvašení vzniká několik vedlejších produktů. 
Nejsledovanějším je přitom diacetyl, acetoin a 2,3 – butandiol. Diacetyl je po překročení 
hranice 1,7 mg/l vnímán jako nepříjemný máslový podtón. Konečné množství diacetylu však 
závisí na několika faktorech. Jde o kontakt diacetylu s aktivními kvasinkami (snižují jeho 
hladinu), s kmeny bakterií malolaktického kvašení, množství inokula kyselina citrónová. 
Diacetyl ja kvasinkami přeměňován na vyšší alkohol 2,3 – butandiol za účasti enzymů 
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diachylové a acetoinové reduktázy [18]. Z tohoto důvodu se ihned po ukončení 
malolaktického kvašení nedoporučuje víno sířit ani čistit, ale počkat jeden až dva týdny, aby 
aroma vzniklé po odbourávání (diacetyl) kvasnicemi bylo redukováno. Víno však nesmí 
oxidovat, nádoby musí být plné [16].  
Během malolaktického kvašení dochází také ke změnám v karbonylových složkách vín, 
což má za následek další změnu v organoleptických vlastnostech vína [18]. Jestliže si 
nepřejeme odbourávání kyselin, mělo by se víno co nejdříve po ukončení kvašení stočit 
z kvasnic, vyčistit a mladé víno by se mělo sířit [16]. 
Klíčovým rozhodnutím vinaře je, je – li vhodné ponechat malolaktické kvašení na 
přítomné mikroflóře, nebo použít čisté kultury mléčných bakterií. Výhody inokulace čistými 
kulturami mléčných bakterií spočívají v lepší kontrole načasování malolaktického kvašení. U 
spontánního malolaktického kvašení, stejně jako u spontánního alkoholového kvašení, je 
riziko výskytu nežádoucích mikroorganismů znehodnocující víno. Pokud si vinař zvolí 
použití čistých kultur mléčných bakterií, musí být kladen důraz na správnou volbu 
příslušného kmene. Ten by měl být kompatibilní s použitým kmenem kvasinek, měl by 
produkovat pouze žádoucí látky, zabraňovat růstu škodlivých organismů a měl by být 
životaschopný – s tím souvisí úspěšná dehydratace [18]. 
 
2.1.6 Ukončení procesů přeměny 
Po samovolném vyčištění, tj. po usazení kalů, a po senzorickém hodnocení vína, se víno 
stočí. Před prvním stočením se provádí zkouška náchylnosti vín na hnědnutí. Pokud je víno 
náchylné na hnědnutí, stáčí se bez provzdušnění a hned po stočení se zasíří. Pokud není 
náchylné na hnědnutí, může se stáčet s provzdušněním, aby se urychlilo vyzrávání vína a 
vysrážení nežádoucích labilních koloidních látek. Stupeň zasíření se v tomto případě řídí 
zdravotním stavem a obsahem kyselin. Při prvním stáčení se vína také ošetří bentonitem. Poté 
následuje druhé stáčení a školení vína [17].  
 
 
2.2 Kvasinky a kvasinkové mikroorganismy vína 
2.2.1 Morfologie buněk a kolonií 
Druhy kvasinek a kvasinkových mikroorganismů bývají tvarově značně rozmanité a 
nevyrovnané. V určitých hranicích proměnlivosti jsou však některé tvary typické pro určitý 
rod nebo druh. Tvar a velikost buněk se mění podle vnějších podmínek kultivace a souvisí 
s funkcí buňky. Tvar může být kulovitý, elipsoidní, oválný, citronovitý a protáhnutý        
(Obr. č. 1). Diferenciace druhů jedině podle tvaru nebo velikosti buněk není spolehlivá [3]. 
V kultuře jednoho kmene kvasinek se vyskytuje určitá variabilita tvaru a velikosti buněk [10].  
Některé rody nebo kmeny kvasinek, např. Candida, Pichia a Hansenula [3], vytvářejí 
protáhlé buňky, které pučí pouze na pólech a zůstávají po pučení spojeny v dlouhá 
zaškrcovaná vlákna tzv. pseudomycelium (Obr. č. 1) [10]. Buňky vznikající na konci 
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prodloužených buněk se označují blastospóry. Uspořádání těchto blastospor může být 
chumáčkovité, hroznovité nebo nepravidelné [3].   
 
      
Obr. č 1: Příklad tvarů buněk kvasinek – vlevo klasický kulatý tvar a vpravo dvě 
pseudomycelia 
 
 
Když na povrch živného média naočkujeme kvasinky, rozmnoží se buňky tak, že se časem 
vytvoří kolonie nebo nátěr. Charakter kolonie závisí nejen na chemickém a fyzikálním složení 
prostředí, ale i na povaze živného média a podmínkách kultivace (teplota, pH, relativní 
vlhkost, apod.) [3].  
Podle uložení se kolonie rozdělují na povrchové, vnitřní a podpovrchové. Povrchové 
kolonie mívají kruhový obrys, vnitřní jsou menší, čočkovité, podpovrchové bývají čočkovité 
s vícerými rameny. Saccharomyces cerevisiae a jiné druhy s anaerobním metabolismem tvoří 
často úzké a vysoké rohovité kolonie. Povrch kolonie může být s tzv. kopulí, tj. s vyvýšeným 
středem, nebo naopak, kráterový s prohloubeninou uprostřed. Povrch bývá často pokrčený 
s radiálním nebo koncentrickým členěním. Okraj kolonií může být celistvý, nečleněný, 
čípkový, kořenkový, atd. (Obr. č. 2) [3]. Dále se posuzuje konzistence, kolmý průřez a          
lesk [14]. 
 
  
Obr. č 2: Příklad vyskytujících se kolonií kvasinek 
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2.2.2 Výskyt kvasinek na přírodních stanovištích 
Společenství kvasinek a kvasinkových mikroorganismů na hroznu do značné míry závisí 
na ekologických podmínkách vinohradnické oblasti (např. půdní a klimatické podmínky a 
pěstování vinice). Na kvantitativní a kvalitativní složení mikroflóry mají vliv i biologické 
zásahy člověka, např. užití pesticidů, fungicidů, insekticidů v ochraně vinice [3].  
Na kvasinkovou populaci moštu a vína působí i vlivy druhotných stanovišť, např. 
kontaminační mikroflóra zařízení vinařských provozoven, hygiena a sanitace výrobny [3].  
 
2.2.3 Kvasinková populace moštu  
Kvasinková populace hroznu a spontánních kvasících moštů tvoří pestrá paleta 
sporogenních a sporogenních kvasinek. V počáteční fázi kvašení moštu (nakvášení) můžeme 
zaznamenat všeobecně dominantnost společenství kvasinek Kloeckera apiculata – Candida 
pulcherrima, na které navazuje ve fázi bouřlivého kvašení Saccharomyces cerevisiae a 
Saccharomyces oviformis ve fázi dokvašení [3]. 
Podle zastoupení v populaci kvasinek a frekvence výskytu v moštu a rmutu, můžeme 
kvasinky a kvasinkové mikroorganismy rozdělit do tří skupin: 
V první skupině jsou nesportující (sporogenní) druhy Kl. apiculata a C. pulcherrima, které 
se vyskytují hlavně v počáteční fázi kvašení bez ohledu na ekologické podmínky 
vinohradnické oblasti. Patří sem i typické vinné kvasinky S. cerevisiae, které zpravidla po 2 
až 3 dnech navazují na aktivitu uvedených, méně výkonných, sporogenních kvasinek, které 
jsou eliminované vlastním metabolitem kvašení a tím je etanol. S. cereivsiae, které se 
podstatně lépe přizpůsobí prostředí a jsou odolnější proti vznikajícímu alkoholu, zpravidla 
velmi rychle potlačí nesporulující druhy a získávají tak dominantní postavení v probíhajícím 
kvašení. Typicky dokvašující kvasinky jsou S. oviformis, které zodpovídají za vykvašení 
posledních zbytků cukru. V sudových, ale i v lahvových vínech vyvolávají druhotné 
(sekundární) kvašení vín se zbytkem cukru a s tím je i spojen výskyt zákalu vína [3]. 
Do druhé skupiny řadíme druhy kvasinek, které mají význam pro technologii. Např.          
S. carlsbergensis v tokajské oblasti nebo Hansenula anomala var. anomala v okrajových 
oblastech [3]. 
Do třetí skupiny řadíme všechny ostatní druhy kvasinek v minimálním zastoupení, není 
možné jim připsat žádný technologický význam [3]. 
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2.2.4 Kvasinková populace vína 
Mikroflóru mladých vín charakterizuje dominantnost druhů tolerantních k alkoholu         
(S. cerevisiae a S. oviformis) a druhů s více nebo méně striktním aerobním metabolismem   
(C. vini, C. krusei, H. anomala var. anomala, Pichia) [3].  
Přítomnost sporogenních druhů kvasinek u mladých vín signalizuje jejich zvýšenou 
aktivitu, která má za následek tvorbu zákalů, resp. rozvoj sekundárního kvašení sudových i 
lahvových vín. Původcem těchto zákalů jsou nejčastěji fruktofilní, osmotolerantní a z části 
chemorezistentní, např. S. bailli var. bailli, Torulopsis sp., S. rosei [3].  
Vysoký podíl kožkotvorných kvasinek ve víně je důsledkem kontaminace mikroflórou 
druhotných stanovišť, tj. ze zařízení vinařských provozoven. Např. plnička může obsahovat 
druhy H. anomala var. anomala, C. vini, C. krusei, C. zeylanoides a vzduch v lahvovně        
C. pulcherrima, H. anomala var. anomala, atd [3].   
 
 2.2.5 Vliv čisté kultury a směsi čistých kultur kvasinek na kvašení hroznového moštu 
Čisté kultury kvasinek se ve vinařství používají již několik desetiletí. Je známé, že se 
s nimi dosahují příznivé výsledky při kvašení moštu, zejména pokud jde o pravidelnost a 
čistotu kvašení. Příznivější je také bilance tvorby hlavních a vedlejších produktů kvašení a 
zpravidla i organoleptické vlastnosti hotového produktu. Kromě čistých kultur určitého 
kmenu kvasinek se doporučuje používat směsných kultur, skládajících se ze dvou nebo více 
druhů příp. kmenů kvasinek. Směsné kultury mají v určitém smyslu nahradit aktivitu kvasinek 
spontánního kvašení [8].   
Při aplikaci směsných kultur kvasinek, připravených odděleně v osobitých zákvasech, se 
při kvašení hroznového moštu uplatňují především kvasinky, které se rychleji rozmnožují na 
začátku kvašení (Saccharomyces vini, Saccharomyces carlsbergensis). Saccharomyces 
oviformis získávají převahu v moštech, které se zakvasili směsnou kulturou připravenou 
v společném zákvasu. Při kvašení moštu se zaočkovanou čistou kulturou se při dostatečném 
zákvasu (2 %) uplatňuje při kvašení zpravidla použitý druh (kmen) kvasinek. Ze spontánních 
kvašených moštů, můžeme izolovat Saccharomyces vini nebo Saccharomyces oviformis [8]. 
Nejhlubšího prokvašení se dosáhne při použití směsných kultur kvasinek. Mošty kvašené 
čistou kulturou vykazovali menší zbytek cukru (5,4 – 6,8 g/l). Nejvíc nezkvašeného cukru 
vykazovali mošty kvašené Kl. apiculate a C. pulcherrima. Nejnižší hladinu prchavých kyselin 
vykazovali zkvašené mošty při použití směsných kultur s T. rosei [8].  
Nejhlubšího prokvašení se tedy dosáhlo u vín kvašených směsnou kulturou S. oviformis + 
S. carlsbergensis + T. rosei, S. vini + S. carlsbergensis + T. rosei a S. vini + S. oviformis +    
T. rosei. Tyto vína vykazovali i velmi dobré organoleptické vlastnosti, hlavně vynikající chuť 
a vůni. Vína kvašené čistou kulturou byli sice také chuťově poměrně dobře vyrovnané, 
vykazovali však nižší hladinu alkoholu, podobně jako spontánně kvašené víno [8]. 
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2.2.6 Aktivátory růstu kvasinek 
Bylo zjištěno, že jakmile v prostředí chybí určité látky, kvasinky jsou omezené ve své 
činnosti. Jedná se o látky, které v malém množství ovlivňují růst a rozmnožování kvasinek. 
Jedná se o různé minerální a organické látky, vitamíny (převážně vitamíny skupiny B) a 
meziprodukty kvašení. Dále bylo zjištěno, že hroznový mošt obsahuje dostatečné množství 
těchto látek. Ale během kvasného procesu se snižuje obsah tiaminu, mezoinozitolu, biotinu a 
kyseliny pantotenové [14].  
Minárik [22, 23] sledoval vliv plísňových aktivátorů z plísní Aspergillus niger, Botrytis 
cinerea a Penicillium notatum na růst kvasinek. Zjistil, že účinkem uvedených plísňových 
aktivátorů oproti kontrole se růst kvasinek zvýšil [14].  
 
2.2.7 Inhibitory růstu kvasinek 
Látky, které potlačují alkoholové kvašení a respiraci kvasinek se nazývají inhibitory. 
Inhibitory bývají různého původu, je to např. etanol, který je produktem alkoholového 
kvašení. Zvyšováním koncentrace etanolu se zvyšuje inhibice kvašení, až při určitém stupni 
etanolu dojde k úplnému zastavení probíhajících procesů. Dále to mohou být látky vyskytující 
se v moštu, které se tam dostali při ošetření hroznů (fungicidy, pesticidy) [14]. Aplikace SO2 
je také inhibitorem. Inhibuje hlavně druhy s více či méně výrazným aerobním metabolizmem, 
např. kožkotvorné kvasinky, apikulátní kvasinky, apod. Sířením moštu tak eliminujeme 
většinu divých kvasinek, Kl. apiculata a C. pulcherrima a naopak požadované pravé vinné 
kvasinky S. cerevisiae se mohou téměř neomezeně rozmnožovat [3]. Můžeme sem zařadit i 
antivitaminy, které snižují, resp. ruší účinek vitamínů. Rozdělujeme je na enzymy, které 
rozkládají vitamíny, látky, které s vitamíny tvoří komplexy a které jsou svojí strukturou 
podobné vitamínům [14].  
 
 
2.3 Bakterie 
Bakterie jsou součástí mikroflóry hroznu, moštu a vína. Z technologického hlediska se 
rozdělují na užitečné, které víno zlepšují, protože jejich účinkem probíhá malolaktické 
kvašení a škodlivé bakterie, vlivem kterých vznikají ve víně nežádoucí mikrobiologické 
změny [14]. 
 
2.3.1 Systematika bakterií ve víně 
Mléčné bakterie charakterizuje souhrn společných fyziologických a strukturálních 
vlastností, např. jsou vždy grampozitivní, nepohyblivé, asporogenní a s fakultativně 
anaerobním metabolizmem. Mléčné bakterie, se kterými se ve vínu setkáváme, patří do rodů 
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus a Lactobacillus [3]. 
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Většina izolovaných druhů mléčných bakterií má schopnost odbourávat malát. Naopak 
tartarát převážná většina kmenů nedegraduje. Část mléčných bakterií je schopná odbourávat 
kyselinu citrónovou [7]. 
Homofermentativní mléčné bakterie (Lactobacillus sp. a Pediococcus sp.) tvořící z hexóz 
prakticky výlučně jen kyselinu mléčnou fruktózo – 1, 6 – difosfátovou dráhou [7]. 
Heterofermentativní mléčné bakterie (Leuconostoc sp. a některé Lactobacillus sp.) tvořící 
z hexóz kyselinu mléčnou i etanol, případně kyselinu octovou a CO2 pentózovou dráhou [7].  
Octové bakterie jsou gramnegativní. Mají aerobní matebolizmus. Na hroznu, moštu a ve 
víně se vyskytují jen rody Acetobacter a Pseudomonas [3].  
 
2.3.2 Vliv prostředí na rozvoj mléčné bakterie ve víně 
Přírodním stanovištěm mléčných bakterií není víno ani mošt, ale dozrávající bobule 
hroznu, z kterého se při drcení a lisování dostávají se moštu. Lze také předpokládat, že část 
bakteriální mikroflóry se do moštu dostane i z druhotných stanovišť. Mléčné bakterie byly 
zjištěny i na listech vinice a v půdě. Mléčné bakterie jsou oproti kvasinkám mnohem 
náročnější, zejména pokud jde o živné prostředí. V něm si uchovávají svoje vlastnosti a 
reprodukční aktivitu. Rozhodující význam má pH prostředí. Mléčné bakterie se dobře vyvíjejí 
při pH mezi 3 a 4. Při vyšším pH se vyvíjejí pomalu a na úkor tvaru a normální biochemické 
aktivity [3]. Při růstu a rozmnožování hraje významnou roli také teplota. Většina bakterií roste 
už při teplotě 15 °C, přičemž optimum růstu je 25 °C. Důležitou úlohu při rozvoji mléčných 
bakterií ve víně má i obsah SO2. Pokud prostředí obsahuje více jak 50 mg/l SO2, jsou mléčné 
bakterie prakticky úplně inhibované [14]. 
 
2.3.3 Morfologie buněk mléčných bakterií 
Všechny skupiny bakterií mají charakteristický tvar a rozměry. Tvar mléčných bakterií je 
poměrně stálá vlastnost a patří mezi základní kritéria při klasifikaci těchto mikroorganizmů 
(Obr. č. 4) [3]. 
Koky mají kulatý tvar, bacily tvoří paličky válcovitého tvaru. Koky bývají i po rozdělení 
spojené po dvou (diplokoky), v řetízkách (streptokoky), po čtyřech (sarcíny) a nebo 
v nepravidelných útvarech (stafylokoky) (Obr. č.  3) [3]. 
Bacily mohou vystupovat jednotlivě, po dvou (diplobacily) a nebo v řetízkách 
(streptobacily). Streptobacily připomínají dlouhé rovné nebo pokřivené vlákna (Obr. č. 3). 
Délka vlákna závisí na kultivačních podmínkách, zejména kyselosti, teplotě obsahu alkoholu, 
rychlosti rozmnožování, apod. [3]. 
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Obr. č. 3: Tvary bakterií Obr. č. 4: Tvar rodu Lactobacillus 
 
 
2.3.4 Změny zapříčiněné činností bakterií ve víně 
Vlivem mléčných bakterií mohou nastat ve víně užitečné, ale i nežádoucí změny. Za 
užitečné se považují změny, při kterých se účinkem mléčných bakterií ve víně sníží obsah 
kyseliny jablečné a zvýší obsah kyseliny mléčné, přičemž ostatní složky vína jsou ovlivněny 
jen ve velmi malé míře. Účinkem malolaktického kvašení se zmírní kyselost a víno získá 
jemnější, harmonickou chuť. Nežádoucí je malolaktické kvašení kmeny bakterií, které 
produkují nadměrné množství prchavých kyselin. Za nežádoucí se také považuje změna 
obsahu kyseliny vinné a glycerolu, které nastávají účinkem mléčných bakterií. Degradace 
kyseliny vinné mléčnými bakteriemi probíhá intenzivně při vyšších teplotách, pH nebo ve 
vínech, které mají menší kyselost. Účinným inhibitorem degradace vínanů ve víně je SO2 a 
vyšší obsah kyselin [14].  
Změny, které nastanou ve víně vlivem octových bakterií, jsou vždy nepříznivé. Inhibitory 
octových bakterií ve víně je zejména vyšší obsah etanolu, 30 – 50 mg/l volného SO2 a 
přiměřeně nízká teplota uskladňování vína (12 – 15 °C) [14].   
Byla také provedena studie mléčných bakterií Pediococcus sp., které odbourávají aerobně 
glycerol vína. Uvedené mléčné bakterie hrají obzvlášť negativní úlohu při malolaktickém 
kvašení. Způsobují vážné problémy zejména při spontánním (neřízeném) malolaktickém 
kvašení. Proto i z těchto důvodů je malolaktické kvašení selektovanými bakteriemi 
Oenococcus oeni tak důležité pro kvalitu hroznového vína [25].  
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2.3.5 Působení populace bakteriálních fágů na malolaktické kvašení 
Malolaktické kvašení může být náhle zastaveno po několika dnech. Tento problém je 
přisuzován životaschopné bakteriální populaci fágů. Malolaktické kvašení končí, jakmile je 
původní bakteriální populace nahrazena další, která by mohla být složena z pediococců. Tak 
jako jiné druhy bakterií, Oenococcus oeni může být lyzogenní a citlivý nebo rezistentní 
k fágovému napadení. Spontánní působení fágů z těchto lyzogenních druhů je různé podle 
druhu bakterie. Ačkoli se během malolaktického kvašení vyskytují v množství okolo           
10
2
 – 103 fágů / ml, toto množství je nedostačující k úplnému zničení bakterií. Vyhubení 
bakterií fágy je velmi nepravděpodobné při samovolném malolaktickém kvašení, protože 
v moštu jsou přítomny různé druhy bakterií a různé druhy fágů a kdyby tedy došlo k eliminaci 
některého druhu bakterie působením fágů, ostatní bakterie by znásobily svoji populaci a 
dokončily by malolaktické kvašení. Pozastavení malolaktického kvašení v důsledku působení 
fágů nemůže být vyloučena [13].  
 
 
2.4 Plísně 
Plísně jsou mikroorganismy, které spolu s kvasinkami a bakteriemi tvoří mikroflóru vinice 
během vegetace. Vyskytují se na stěnách pivnic, sudů a zařízení a často i v neodborně 
ošetřených, zejména dřevěných nádobách na víno. Systematicky se zařazují do tří        
velkých  tříd [14]:  
1. Phycomycetes 
2. Ascomycetes 
3. Deuteromycetes (Fungi imperfecti) 
 
2.4.1 Phycomycetes 
Pro vinařskou výrobu má význam čeleď Mucoraceae, rody Mucor a Rhizopus. Houby této 
čeledě žijí saprofyticky na odumřelých rostlinách a živočiších. Některé druhy jsou                   
i patogenní [3].  
 
Rod Mucor 
Tvoří nepravidelné rozvětvené sporangiospory. Vyskytují se na vinici po celý rok [14]. 
V půdě vinohradu se můžou vyskytovat další druhy např. M. spinosus, M. mucedo, M. 
pyriformis a M. hiemalis [3]. 
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Mucor racemosus Fresenius napadá bobule hroznu, které padli na zem. Z těchto bobulí se 
může plíseň dostat až do moštu, kde se její hyfy rozpadávají na kulaté oidie, které se podobají 
kvasinkám [14]. Jsou schopné zkvašovat cukry, přičemž vznikají glycerol, acetaldehyd a 
organické kyseliny [3]. Vyskytují se většinou v každém moště, kde je však potlačují   
kvasinky [14].   
 
Rod Rhizopus 
Rhizopus stolonifer se vyskytuje na zahnívajících bobulí hroznu, v půdě, ve vzduchu, apod. 
Na koncích rozvětvených sporangiosporu jsou velké, černé sporangia. Někdy se tvoří 
chlamydospory [3].    
 
2.4.2 Ascomycetes 
Plísně této třídy tvoří dělené hyfy a askospory. Mohou se rozmnožovat i nepohlavně, 
konidiemi (exosporami), oidiemi a chlamydosporami. Pro vinařství mají význam rody 
Aspergillus, Penicillium a Aureobasidium pullulans [14]. 
 
Rod Aspergillus 
Na keřích se vyskytují mnohé druhy rodu Aspergillus, zejména Aspergillus niger, 
Aspergillus orizae, Aspergillus ruber a Aspergillus glaucus [14]. Vyskytují se zejména 
v teplejších a suchých letních měsících [3].  
Aspergillus niger van Tieghem se v přírodě nachází všude. Můžeme ho najít i v hroznu, ve 
vzduchu, v půdě vinohradu, atd. Vyznačuje se zpočátku bílým, dříve žlutým a potom 
černosivým myceliem. Charakteristické jsou černé kulaté konidie. Konidiofory jsou 
zakončené měchýřkem s rozvětvenými sterigmami [3].    
 
Rod Penicilium 
Ve vinařství se vyskytují dva druhy rodu Penicilium, a to Penicilium glaucum a Penicilium 
purpurogenum [14]. 
Penicilium glaucum se vyskytuje prakticky všude, kde se vyskytují vhodné sloučeniny, 
zejména sacharidy. Napadá především hrozny, jejichž bobule jsou poškozeny hmyzem nebo 
kroupami, a vyvolává tzv. zelenou hnilobu hroznů. Spotřebuje část cukrů a kyselin, ale tak 
část dusíkatých látek. Produkuje nepříjemné těkavé látky, které se projevují plísňovou 
příchutí. Je nebezpečná hlavně pro modré odrůdy, protože rozrušuje třísloviny a barviva [14].  
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Aureobasidium pullulans patří do druhu Sphaerulina intermixta Sacchardo (dříve 
nazývaná  Dematium pullulans), která produkuje z cukru organické kyseliny, etanol do        
2,5 obj. %, glycerol a acetaldehyd [14]. Vyskytuje se na bobulích hroznu a na listech vinice. 
Pokud jsou bobule silně kontaminované, dostávají se spory i do moštu, v kterém po vyklíčení 
vytvářejí mycelium s blastokonidiemi podobnými kvasinkovým buňkám [3].  
 
2.4.3 Deuteromycetes 
Z vinařského hlediska je důležitá zejména plíseň Botrytis cinerea Persoon. Nověji se 
zařazuje do třídy Ascomycetes [14]. 
Botrytis cinerea se projevuje dvojím způsobem. Může zapříčinit ušlechtilou nebo 
nežádoucí hnilobu hroznu. Závisí to na meteorologických podmínkách. Když je v období 
dozrávání sucho, vytváří se ušlechtilá plíseň. V nepříznivých povětrnostních podmínkách se 
může zvrhnout a znehodnotit úplně celý hrozen. Mycelium plísně je ze začátku bílé a později 
hnědé až černé. Nosiče konidií jsou stromečkovitě rozvětvené a na koncových větvích jsou 
jemné bradavičky s konidiemi. Mycelium napadá slupku bobulí hroznu, narušuje ji a tím 
umožňuje větší odpařování vody z dužiny. Plíseň také obsahuje pektolytické enzymy, které je 
možné izolovat a použít na přípravu enzymových pektolytických preparátů. Kromě toho 
obsahuje i další enzymy, zejména oxidační enzymy, např. polyfenoloxidázu, která katalyzuje 
přenášení kyslíku na polyfenoly, vyskytující se v moště. Účinkem polyfenoloxidázy nastává i 
hnědnutí vína. Vlivem této plísně také nastává štěpení primárních aromatických látek v slupce 
hroznu, přičemž se tvoří jiné aromatické buketní látky [14]. 
Dalším druhem plísně třídy Deuteromycetes je plíseň Cladosporium cellare Person, která 
se vyskytuje spíše na stěnách, korcích, lahvích, elektrickém vedení, apod. Tuto plíseň 
můžeme považovat za biologický indikátor vlhkosti. Pokud se v prostředí objeví rychleji 
rostoucí bakterie (Leuconostoc sp.) a kvasinky (Rhodotorula sp.), Cladosporium cellare 
neroste [3].  
 
 
2.5 Mikrobiální interakce ve víně 
Mikroorganismy hrají významnou roli v stanovení chemického složení vína. Působí na 
kvalitu hroznu ještě před sklizní, během kvašení, metabolismu cukru, produkci etanolu, CO2 a 
stovky dalších sekundárních produktů, které přispívají k jemnosti a osobitosti vína. Kvasinky, 
bakterie a vláknité houby přispívají k mikrobiální ekologii výroby vína a chemického složení 
vína [1]. 
V celkovém mikrobiálním ekosystému, jenž obsahuje různé směsi rodů a druhů, je možné, 
že interakce budou nastávat mezi jednotlivými mikroorganismy a tyto interakce budou 
určovat konečnou ekologii vína. Jedná se o interakce kvasinka – kvasinka, kvasinka – vláknitá 
houba a kvasinka – bakterie [1]. 
 
22 
 
2.5.1 Vzájemné interakce mezi kvasinkami a vláknitými houbami 
Vláknité houby mají vliv na kvalitu vína v průběhu růstu hroznů a několika stádiích během 
výroby vína, jako např. [1]: 
 Znehodnocení hroznů ve vinohradu 
 Specifický příspěvek k výskytu botrytidy  
 Produkce mykotoxinů a jejich přenos do vína 
 Produkce metabolitů, které zvyšují nebo zabraňují růstu kvasinek a malolaktických 
bakterií 
 Způsobují zemitou, korkovou nákazu ve vínech po nárůstu v hroznech, korcích a 
sudech vína 
Hlavní vliv vláknitých hub nastává během pěstování hroznů, kdy dochází k znehodnocení 
hroznu. A také dochází k produkci mykotoxinů, např. ochratoxin A. Různorodost hub, které 
mohou kolonizovat hrozny ještě před sklizní, jsou druhy rodů Botrytis, Uncinula, Alternaria, 
Plasmospora, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Oidium a Cladosporum. Bylo zjištěno, že 
Botrytis cinerea, Aspergillus spp. a Penicillium spp. produkují metabolity, které zpomalují 
růst kvasinek během kvašení [1]. 
 
Nárůst plísní na hroznech, může být producentem různých metabolitů a podmínky, které 
mohou narušovat ekologii a růst kvasinek během alkoholového kvašení. Významný, ale 
nežádoucí je růst octových bakterií, kterým nárůst plísní vytváří příznivé podmínky. Tyto 
bakterie pak produkují octovou kyselinu a další látky, které zpomalují růst kvasinek během 
kvašení [1]. 
Mezi další vzájemné působení kvasinky a vláknité houby zahrnuje deaktivaci produkce 
plísňových metabolitů kvasinkami během alkoholového kvašení. Kontaminace houbovou 
chutí a vůní produkovanou na hroznech sypkou plísňovou houbou, Uncinula necator, se 
oslabuje během alkoholového kvašení. Složky buněčné stěny kvasinky, obzvláště                
1,3 – β – glukany, mají schopnost adsorbovat mykotoxiny. Toxiny produkované plísňovou 
kontaminací hroznů, jsou pravděpodobně adsorbované povrchem kvasinky a odstraněny 
procesem stáčení vína po kompletním alkoholovém kvašení [1].   
Regulace houbového růstu na hroznech je dosažitelná běžnou aplikací chemických 
fungicidů. Je užívána široká škála fungicidů, některé ale mohou ovlivnit ekologii a následně 
výkon kvasinek během kvašení. [1] 
 
2.5.2 Vzájemné interakce mezi kvasinkami 
Kvasinky hrají významnou úlohu při výrobě vína, určující chuť a vůni vína a rozsáhlými 
mechanismy a aktivitami. Mezi tyto mechanismy a aktivity patří [1]: 
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 Působení na kvalitu hroznu před sklizní;  biologický rozbor půd 
 Vedení alkoholového kvašení hroznové šťávy na víno 
 Biokatalýza transformace neutrální chutě a vůně; hroznové složky na aktivní složky 
chutě a vůně 
 Vliv na chuť a vůni a další vlastnosti během autolýzy 
 Bioadsorbce složek hroznové šťávy 
  Znehodnocení vína během uskladnění ve sklepě a po nalahvování 
 Vliv na růst malolaktických a nežádoucích bakterií 
Saccharomyces cerevisiae je hlavním druhem přítomným ve víně, ale i další druhy mají 
významné role ve víně. Interakce mezi různými druhy kvasinek mohou nastat v různých 
stádiích produkce [1].  
Nezralé hrozny poskytují útočiště kvasinkám rodu Rhodotorula, Cryptococcus a Candida, 
spolu s houbovou kvasinkou Aureobasidium pullulans. Většinu z nich je možné izolovat i 
z vyzrálých hroznů. V této fázi ovšem převažují rody Hanseniaspora (anamorf Kloeckera) a 
Metschnikowia. Poškození hroznové slupky zvyšuje dostupnost nutrietů pro mikrobiální růst, 
což způsobí zvýšení populace (> 106 buněk/g) a rozmanitost kvasinek. Poškozené hrozny 
zvyšují výskyt kvasinek rodu Hanseniaspora (Kloeckera), Candida a Metschnikowia, stejně 
jako rody Saccharomyces a Zygosaccharomyces. Nejdůležitější vinná kvasinka, 
Sachcaromyces cerevisiae, není převažující kvasinkou na hroznech vína [1]. 
Alkoholové kvašení je hlavní aktivita prováděná kvasinkami, kterou přispívají k chuti a 
vůni vína. Hroznová šťáva fermentovaná přítomností kompletního ekosystému, zahrnuje 
interaktivní růst a biochemické aktivity směsi kvasinek. Kvasinky rodu Hanseniaspora 
(Kloeckera), Candida a Metschnikowia zahajují kvašení. Někdy mohou v této fázi růst i 
kvasinky rodu Pichia, Issatchenkia a Kluyveromyces. Tyto kvasinkou rostou pouze do 
poloviny časového rozpětí kvasného procesu a dosahují koncentrace buněk 106 – 107 
buněk/ml. Poté začíná jejich pokles v důsledku odumírání. V této fázi začnou převládat 
kvasinky Saccharomyces cerevisiae a pokračují ve fermentaci až do jejího ukončení. 
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae je považována za hlavní faktor řídící fermentaci, ale 
současně byl potvrzen i vliv ne - Saccharomyces druhů během kvašení. Rody Hanseniaspora, 
Candida, Metschnikowia, Pichia, Issatchenkia a Kluyveromyces nalezené v hroznovém džusu, 
nejsou tolerantní ke koncentraci etanolu vyšší než 5 – 7%. Tento důvod vysvětluje jejich 
pokles za polovinou časového rozpětí kvasného procesu. Pokud ale kvašení probíhá při 
teplotě nižší než 15 – 20°C, vykazují aktivitu kvasinky rodu Hanseniaspora a Candida. 
V takovém případě, mohou tyto rody být rovné s druhem kvasinky Saccharomyces cerevisiae 
převládající na konci kvašení a tím mohou mít významný vliv na chuť a vůni vína.         
Druhy Candida stehlata se užívají společně s druhy Saccharomyces cerevisiae ke zvýšení 
obsahu glycerolu a dalších senzorických charakteristik vína [1].  
Důležitou roli během alkoholového kvašení hraje tzv. killer faktor Saccharomyces 
cerevisiae. Jedná se o cytoplazmaticky děděnou částici, zodpovědnou za syntézu specifické 
bílkoviny, usmrcující buňky citlivých kmenů téhož druhu nebo rodu rozvíjející se během 
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intenzivního rozmnožování buněk (fermentace). Killerový toxin Saccharomyces cerevisiae je 
účinný v rozmezí pH 4,5 – 4,9 a při teplotě 20 – 24°C [10]. Killerový systém je dnes znám u 
řady kvasinkových rodů, v oblasti výroby vína se jedná o rody Candida, Pichia a 
Hanseniaspora. U těchto rodů se může prosadit killerová aktivita proti druhům 
Saccharomyces cerevisiae [1]. 
V této oblasti jsou potřeba další studie ke zjištění killerových vztahů mezi kvasinkovými 
rody a jejich vliv na chuť a vůni vína. Také se v budoucnu počítá s využitím killerových 
aktivit proti nežádoucím mikrobiálním druhům [1]. 
  
2.5.3 Vzájemné interakce mezi kvasinkami a bakteriemi 
Bakterie mají pozitivní i negativní vliv na produkci vína. Jedná se o mechanismy [1]: 
 Znehodnocení hroznů ve vinohradu 
 Potencionální příčina zpomaleného až zastaveného alkoholového kvašení 
 Znehodnocení vína během uskladnění ve sklepě a po zabalení; produkce biogenních 
aminů 
 Kontaminace růstem na korku nebo dřevěném sudu, přispívá ke korkové, zemité chuti 
a vůni vína 
Obzvláště významné v mikrobiologii vína jsou dvě skupiny bakterií. Jedná se o mléčné a 
octové bakterie. Hlavními faktory, které vylučují některé druhy bakterií vyskytující se ve 
vinném ekosystému, jsou pH a etanolová tolerance. Pro mléčné bakterie, druhy Lactobacillus 
a Pediococcus, nejvíce důležitý druh Oenococcus oeni, který provádí jablečnomléčné kvašení. 
Pro octové bakterie jsou důležité druhy Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianu a 
Gluconobacter oxydans. V poslední době byly nalezeny druhy Acetobacter liquefaciens a 
Acetobacter hansenii [1]. 
Hroznová šťáva získaná ze zdravých hroznů, má nízký obsah bakteriální populace            
(< 10
3
 – 104 buněk/ml). S prudkým počátkem alkoholového kvašení kvasinek, tyto bakterie 
zpravidla vykazují nízkou schopnost růstu spíš než aktivitu. Nicméně, i přes to je jablečná 
kyselina degradována až na 95%. Růst kvasinek je zpožděn v případě, že jak mléčné, tak 
octové bakterie mají možnost růstu, tedy inhibují růst kvasinek a dochází k pomalému až 
zastavenému kvašení. Podobný závěr nastane, jestliže pomleté hrozny budou obsahovat 
poškozené hrozny, kde je zvýšená populace mléčných a octových bakterií [1,2]. 
Interakce kvasinka – bakterie může být velmi důležitá. Druhy Saccharomyces cerevisiae, 
odpovídající za alkoholové kvašení, může inhibovat pozdější růst druhu Oenococcus oeni a 
jablečnomléčné kvašení. Toto chování je spojeno s autolýzou kvasinek po alkoholovém 
kvašení a uvolňování nutrietů (vitamíny a aminokyseliny) příznivých k růstu bakterií. Některé 
druhy kvasinek a druhy autolýz jsou rychlejší než jiné, což má za následek různé bakteriální 
reakce [1,2].    
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Nežádoucí druhy mléčných a octových bakterií, např. Bacillus a Clostridium, mohou růst 
ve víně během uskladnění ve sklepě a po nalahvování. Jejich růst je pravděpodobně 
povzbuzován nutriety uvolněnými autolýzou kvasinek a také Oenococcus oeni. Také střední 
řetězec mastné kyseliny může podstatně snížit schopnost malolaktických bakteriálních buněk 
ke katalýze jablečné kyseliny. Ačkoli tyto efekty jsou vysoce závislé na typu a koncentraci 
přítomných mastných kyselin a na pH média [1,2].    
Fornachon (1968) zjistil zajímavou inhibiční činnost nežádoucích kvasinek (Pichia spp., 
Saccharomycodes ludwigii, Candida pulcherrima) na růst nežádoucích mléčných bakterií 
(Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides) a navrhl, že tento 
problém může souviset s inhibiční koncentrací SO2 produkovaný těmito kvasinkami. 
Kvasinky a mléčné bakterie, včetně druhů nalezených ve víně, jsou známy ze spolukoagulace. 
Tento jev souvisí s bakteriální afinitou k mannoproteinům buněčné stěny kvasinek. Další 
vývoj je spojován s geny druhu Saccharomyces cerevisiae kódující produkci bakteriálních 
proteinů a lysozomů, které jsou aktivní proti nežádoucím vinným bakteriím [1]. 
 
 
2.6 Komerční pektolytické preparáty  
Enzymy z hroznů, z přítomných mikroorganismů a exogenní enzymy ve formě komerčních 
preparátů, které mohou být přidány, mají svůj význam při výrobě vína. Komerční enzymové 
preparáty se přidávají do vína během výroby za účelem lepšího čiření a filtrace a zvýšení 
aroma a barvy. Tyto preparáty jsou složité směsi enzymů o různé specifitě [15].   
Mikrobiální pektináza odpovídá za 25% prodeje celosvětového potravinářského      
enzymu [4]. Ačkoli spousta kvasinek, některé bakterie jsou známé produkcí syntetizované 
pektinázy. Nejvíce preferována je produkce pektinázy plísní rodu Aspergillus, převážně 
Aspergillus niger, který odpovídá požadavkům potravinářského průmyslu [5].   
 
2.6.1 Pektolytické preparáty ve vinařství 
V posledních desetiletí se začaly používat pektolytické enzymy při výrobě vína. Obsah 
pektinů v hroznech se pohybuje od 0,2 – 3 % podle odrůdy révy, klimatických podmínek, 
půdy a podloží, agrotechniky a stádia zralosti hroznů [9]. 
Pektiny jsou v hroznech a moštu v různých formách: jako rozpustné pektiny, nerozpustné 
protopektiny a pektáty. Během zrání hroznů protopektiny se enzymem protopektinasou mění 
na rozpustné pektiny. Tento nárůst obsahu rozpustných pektinů má za následek zvýšení 
viskozity moštu [9]. 
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Samotná vinná réva obsahuje přirozené pektolytické enzymy. Aktivují se především po 
sklizni hroznu. Během 48 hodin při teplotě 25 – 30°C a pH hroznové šťávy 3,4 se přemění 
protopektiny na rozpustné pektiny. V okamžiku lisování se enzymatické reakce ještě urychlí. 
Nejen reakce pektolytické, ale i polyfenoloxidativní, peroxidasové a katalasové. Pokud jsou 
hrozny pokryty vrstvou měďnatých přípravků, pektolytické enzymy po rozdrcení hroznů 
ztrácí aktivitu [9]. 
 
2.6.2 Klasifikace pektolytických enzymů 
Pektolytické enzymy můžeme rozdělit do tří širších skupin [4]: 
 
1. Protopektináza (PPase)  
Tento enzym rozpouští protopektin a dává vznik vyšším polymerizovaným rozpustným 
pektinům. Protopektináza katalyzuje následující reakci [4]: 
rozpustný
PPase
2
ýnerozpustn
pektin OH  nprotopekti   
 
2. Pektinesteráza (PE) 
Pektinesteráza je esterázou karboxylové kyseliny a patří do hydrolázové skupiny enzymů 
[4]. Katalyzuje deesterifikaci methoxyl skupiny pektinu tvořící pektinovou kyselinu. Enzym 
přednostně působí na metylester skupinu galakturonové jednotky vedle ne – esterifikované 
galakturonové jednotky [6]. Reakce katalyzovaná pektinesterázou je následující [4]: 
OHHC pektát OH pektin 52
PE
2 nn  
 
3. Polygalakturonázy (PGases) 
Polygalakturonázy jsou pektolytické enzymy, které katalyzují hydrolytické štěpení            
α – 1, 4 – glykosidické vazby u polygalakturonové kyseliny [4]. 
 
4. Lyázy 
Lyázy, nebo také transeliminázy, katalyzují ne – hydrolytické štěpení pektátů nebo 
pektinů, charakterizované trans – eliminačním rozštěpením pektinového polymeru. Lyázy 
štěpí glykosidické vazby na uhlíku C – 4 a současně eliminují vodík z uhlíku C – 5 a 
produkují nenasycený produkt [4].  
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Na obrázku č. 5 je uvedená reakce enzymatického rozpadu pektinů. V poslední fázi 
dozrávání bobulí obsahuje hroznová šťáva protopektinázu (PP), která z protopektinu uvolňuje 
araban a galaktan, přičemž vzniká metoxykyselina polygalakturonová, představující 
rozpustný pektin. Potom pektinmetylestaráza (PmE) a polymetylgalakturonáza (PmG) štěpí 
pektin na kyseliny pektinové a polygalakturonové a metanol. polygalakturonáza (PG) štěpí 
dlouhé řetězce kyseliny polygalakturonové na kyselinu monogalakturonovou (Obr. č. 5). 
 
 
 
Obr. č. 5: Enzymatický rozpad pektinů 
 
 
2.6.3 Technologické vyuţití pektolytických enzymů v průběhu výroby vína 
Pektinázy umožňují: 
 snadnější lisování zejména odrůd s pevnou dužinou 
 usnadňují čiření a odkalování moštů 
 usnadňují sedimentaci kalů ve vínech 
 zvyšují extrakci barevných látek 
 zvyšují extrakci vonných látek 
 
Pektinázy se aplikují v některé ze tří stádií výroby vína. V prvním stádiu, při drcení 
hroznů. V druhém stádiu, které vyžaduje rmut (hroznová šťáva) před nebo během nakvášení. 
A v poslední fázi, až je kvašení kompletní [6].   
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Přídavek pektinázy je preferován k prvnímu stádiu, jelikož se zvyšuje objem rmutu a 
snižuje se čas na kompletní vylisování. Dochází i k lepšímu uvolnění antokyanů červených 
hroznů do hroznové šťávy [11]. Enzymové ošetření v druhém stádiu způsobuje usazení 
suspendovaných částeček a často nežádoucích mikroorganismů. Přídavek enzymu 
v posledním stádiu způsobuje zvýšení rychlosti filtrace a čeření. Přídavek enzymového 
preparátu musí být přizpůsoben tak, aby mohla proběhnout inhibice pektinázy alkoholem [6].   
 
2.6.4 Působení chemických a fyzikálních vlivů na aktivitu enzymu 
Oxid siřičitý při vyšších koncentracích způsobí zpomalení až zastavení enzymatické  
reakce [9]. Je tedy nezbytné během enzymatické reakce použít oxidu siřičitého jen 
v nejnutnějším množství.  
Dalšími inhibitory pektolytických enzymů jsou těžké kovy, třísloviny, vysoká koncentrace 
alkoholu a bentonitu. Přídavkem bentonitu se úplně eliminuje účinek těchto enzymů. 
Rychlost enzymatické reakce je významně ovlivněna: 
 koncentrací enzymu 
 koncentrací substrátu 
 pH prostředím 
 teplotou 
 
2.6.5 Metanol a pektolytické enzymy 
Komerční preparáty pektolytických enzymů, obvykle izolovaných z kultur 
mikroorganismů, jsou směsí různých skupin enzymů. Hlavní problém komerčních preparátů 
je přítomnost enzymu pektinmethylestaráty, protože uvolňuje metanol, který zůstává v moštu 
a víně. Byla provedena studie vztahu mezi uvolněným metanolem a stupněm pektinové 
degradace enzymy. Výsledky ukázaly, že enzymatické ošetření komerčními preparáty zvýšil 
obsah metanolu v první den kvašení pro tři ze čtyř enzymových preparátů a třetí den kvašení 
pro všechny enzymové preparáty. Během skladování vína zůstala úroveň metanolu víceméně 
konstantní [19].   
Jedním z užitých enzymových preparátů během studie byl Rapidase Ex. Colour (R.ex.5). 
Tento enzym vykazoval zvýšenou produkci metanolu od druhého dne do šestého dne kvašení 
(Obr. č. 6).  Rychlost akumulace metanolu byla okolo 17 % za den. Sedmý den došlo 
k poklesu metanolu v důsledku inaktivace primárních pektolytických enzymů. Do popředí se 
tak dostává více polygalakturonázy, která sníží produkci metanolu [9]. Osmý den došlo 
k lisování a od devátého dne bylo množství metanolu téměř konstantní. R.ex.5 je enzymatický 
systém s vysokou pektinmethylesterázovou aktivitou zbavující mošt pektinových směsí, ale 
produkující velké množství metanolu [19].  
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Z těchto důvodů musí vinař zhodnotit, zda mu stačí enzymatický preparát s nižší 
pektolytickou aktivitou a tím i menší produkcí metanolu nebo enzymatický preparát 
s vysokou pektolytickou aktivitou a tím i vysokou produkcí metanolu.   
 
 
Obr. č. 6: Vývoj metanolu pro kontrolní a enzymatický preparát R.ex.5 během kvašení 
 
 
2.6.6 Enzymová aktivita kvasinek jiných neţ rodu Saccharomyces 
Enzymatická aktivita potencionálně důležitá ve výrobě vína byla studiem pro 182 druhů 
kvasinek jiných než rodu Saccharomyces izolovaných z moštů před a na počátku 
alkoholového kvašení ve vinných sklepích. Pektináza, protéza a glukosidáza jsou enzymy 
produkované kvasinkami, které jsou významné ve výrobě vína, protože přispívají k tvorbě 
aroma vína. Tato studie ukázala, že téměř 80 % divokých kvasinek vykazují jednu nebo více 
enzymatických aktivit, s výjimkou Debaryomyces hansenii, které jsou biotechnologicky 
důležité. β – glukosidázovou aktivitu vykazovala hlavně Metschnikowia pulcherrima, zatímco 
polygalakturonázová aktivita byla dokázána u všech izolovaných druhů kvasinek [15].  
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3.  CÍL DIPLOMOVÉ  PRÁCE 
Odhaduje se, že červená i bílá vína obsahují 400 – 600 sloučenin v celkovém množství        
0,8 – 1,2 g/dm3 a celou řadu mikroorganismů. Právě proto jsme se soustředili spíše na 
mikrofóru a průběh výroby červeného vína jediné odrůdy.  
Cílem diplomové práce bylo sledovat následující parametry: 
 porovnat způsob výroby červeného vína odrůdy Rulandské modré u dvou vinařství 
 sledovat výskyt celkového počtu mikroorganismů, kvasinek a kvasinkových 
mikroorganismů a také mléčných bakterií v průběhu nakvášení a hlavního kvašení 
 zhodnotit využití komerčních preparátů čisté kultury mikroorganismů a komerčního 
preparátu enzymu 
Tyto parametry mohou ovlivňovat organoleptické vlastnosti a kvalitu červeného vína. 
Jednotlivá červená vína se vzájemně liší i v závislosti na odrůdě révy, zralosti hroznů, 
eventuálním napadením mikroorganismů, podmínkách během kvašení moštu a dalších 
faktorech. 
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4.  ZVOLENÉ  METODY  ZPRACOVÁNÍ 
 
 
4.1 Pouţité komerční preparáty 
 
Během výroby červeného vína byly použity komerční preparáty ke zvýšení kvality vína. 
 
 
4.1.1 Fermirouge 
 
Sušené aktivní chladnomilné kvasinky pro produkci červených vín s ovocným aroma. 
Jedná se o kmen Saccharomyces cerevisce (N°7303) byly selektovány v regionu Bordeaux 
společností INRA ve Francii. 
Kvasinky jsou vyráběny společností DSM Oenology France v souladu se standardy       
ISO 9002.  
 
 
4.1.2 Rapidase Ex Color  
 
Enzymatický přípravek určený pro maceraci barvy modrých odrůd s podporou stability 
barvy a aromatických látek. Jedná se o vysoce koncentrovaný granulovaný pektolytický 
enzym získaný z vybraného kmene Aspergillus niger.  
 
Enzymatický přípravek je vyráběn společností DSM Food Specialties France v souladu se 
standardy ISO 9002. 
 
 
4.1.3 Viniflora CH16 
 
Jedná se o vysoce aktivní kmen bakterie Oenococcus oeni k přímému očkování na alkohol 
velmi bohatých červených vín. Tento kmen Oenococcus oeni byl selektován z odrůdy Petit 
Shiraz (16 % obj.) z regionu Russian River (Kalifornie, USA). 
 
Tento přípravek vyrábí společnost E. Begerow GmbH & Co. Německo v souladu se 
standardy ISO 9001:2000 
 
 
 
4.2 Pouţité chemikálie    
 
 Pivovarská sladina (pivovar Starobrno) 
 Plate Count Agar (Standard Metods Agar) (HiMedia) 
 Tomato Juice Medium Base (for Lactobacilli from wine) (HiMedia) 
 Lactobacilli Supplement, Modified  (HiMedia) 
 Streptomycin sulphate (HiMedia) 
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 Kyselina propionová (Lachema) 
 Octan sodný krystalický (Lachema) 
 Polygalakturonová kyselina (HiMedia) 
 Konc. kyselina octová (Lachema) 
 
 
 
4.3 Pouţitá média 
 
Mikroorganismy jsou v mikrobiologické laboratoři kultivované na živných médiích, jejichž 
volba závisí na nárocích mikroorganismů na výživu. Pro jednotlivé kultivace byly zvoleny 
následující média. 
 
 
4.3.1 Plate Count Agar (Standard Metods Agar) 
 
Vhodné pro stanovení počtu mikroorganismů v potravinách, vodě a odpadní vodě.  
 
Složení média: enzymatický hydrolyzát kaseinu 5 g/l, kvasniční extrakt 2,5 g/l, glukosa 1 
g/l, agar 15 g/l. 23,5 g přípravku bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované vody. Zahříváme do 
úplného rozpuštění. Konečné pH média bylo 7,0 ± 0,2. 
 
 
4.3.2 Sladinový Agar 
 
Vhodné pro izolaci a identifikaci kvasinek a mikromycét. 
 
Složení média: pivovarská sladina ředěná na 7° dle Ballinga 1000ml, agar 20 g, antibiotika 
streptomycin 80 µg/l a 0,25 % roztok propionátu sodného. 20 g agaru bylo rozpuštěno v 1000 
ml pivovarské sladiny. Po sterilaci byl přidán streptomycin a roztok propionátu sodného. 
Konečné pH média bylo 4,0 ± 0,2. 
 
 
4.3.3 Tomato Juice Medium Base (for Lactobacilli from wine)  
 
Vhodné pro izolaci a identifikaci Lactobacillu vyskytující se ve víně. 
 
Složení média: dehydratovaný rajčatový džus 150 g/l, pepton 5 g/l, kvasniční extrakt 5 g/l, 
glukosa 10 g/l, agar 15 g/l, fosforečnan draselný 0,5 g/l, chlorid draselný 0,125 g/l, chlorid 
vápenatý 0,125 g/l, chlorid sodný 0,125 g/l, síran hořečnatý 0,125 g/l, síran manganatý 0,03 
g/l, brom krezolová zeleň 0,03 g/l. 40,0 g přípravku bylo rozpuštěno v 1000 ml destilované 
vody. Zahříváme do úplného rozpuštění. Konečné pH média bylo 5,0 ± 0,2. 
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K 500 ml vysterilizovaného média byl přidán rehydratovaný Lactobacilli Supplement, 
Modified. Jedná se o antibiotikum určené k selektivní izolaci Lactobacillů z vína. Tento 
Lactobacilli Supplement, Modified je složen z amfotericin B 5 mg, glukosa 95 mg a hydroxid 
sodný 1,2 mg. 
 
 
 
4.4 Substrát pro měření enzymové aktivity 
 
0,5% pektan sodný byl připravený alkalickou deestrifikací komerčního citrusového pektinu   
(Genu Pectin, Copenhagen, Dánsko) v 0,1 M octanovém tlumivém roztoku o pH 4,4. 
 
 
4.4.1 Příprava substrátu pektanu sodného 
 
K 50 ml destilované vody bylo postupně přisypáno 0,5 g polygalakturonasy za 
intenzivního míchání. Poté bylo přidáno 19,5 ml základního roztoku octanu sodného a pH 
bylo upraveno kyselinou octovou na 4,4. Roztok byl kvantitativně převeden do odměrné 
baňky a doplněn destilovanou vodou do 100 ml. 
 
 
 
4.5 Pouţité přístroje    
 
 Biologický termostat IP 100 - U 
 Sterilní box Aura mini - bioair 
 CCD kamera PIXELink 
 Trinokulární mikroskop INTRACO MICRO SM – 5 Merci 
 Digitální fotoaparát Canon EOS 350D 
 Analytické váhy, předvážky Scaltec 
 Minitřepačka Merci 
 pH metr Inolab 720 Merci 
 UV – VIS spektrometr Helios  
 
 
 
4.6 Statická kvantitativní kultivace 
 
Na stanovení počtu životaschopných buněk byla použita nepřímá metoda. Jedná se o 
počítání viditelných makroskopických kolonií vyrostlých na agarových plotnách. Metoda 
vychází z předpokladu, že z jedné životaschopné buňky vyroste jedna kolonie. Jednotlivé 
kolonie se spočítají a přepočtou se na 1 ml původního vzorku [24].  
Naočkování inokula do agarového média bylo provedeno na předsušené agarové plotny 
roztěrem sterilní hokejkou. Tato metoda umožňuje lepší rozptýlení buněk a lepší 
reprodukovatelnost výsledků [24]. Kultivace byla provedena v termostatu při teplotě         
26,8 ± 0,2°C do nárůstu kultury. 
34 
 
4.6.1 Ředění kultury 
 
K tomu, aby na povrchu živného média vyrůstaly jednotlivé kolonie, byla suspenze 
mikroorganismů zředěna. K naředění bylo použito desítkové ředění. Při ředění byly použity 
sterilní zkumavky, do kterých bylo sterilně napipetováno 0,9 ml sterilní vody.  Ze zkoumané 
suspenze bylo odebráno 0,1 ml a bylo přeneseno do 1. zkumavky, čímž bylo získáno ředění 
1:10 (10
-1). Na minitřepačce byl obsah zkumavky promíchán a poté bylo odebráno 0,1 ml do 
2. zkumavky, čímž bylo získáno ředění 1:100 (10-2). Takto byl zkoumaný vzorek ředěn až do 
potřebného konečného zředění (Obr. č. 7). Celý postup ředění byl proveden asepticky [24].    
 
 
 
 
 
Obr. č. 7: Desítkové ředění 
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4.6.2 Očkování a kultivace 
 
Sterilní pipetou bylo z každého ředěného vzorku naočkováno 0,05 ml na povrch agarové 
plotny. Napipetovaný vzorek byl rozetřen sterilní skleněnou hokejkou krouživým pohybem až 
do úplného vsáknutí kapaliny [24]. Po naočkování byly Petriho misky uloženy víčkem dolů 
v termostatu.  
 
 
4.6.3 Počítání vyrostlých kolonií a stanovení počtu buněk 
 
K hodnocení počítání vyrostlých kolonií byly vybrány dvě nejvhodnější ředění a byly 
spočítány kolonie na všech Petriho miskách tohoto ředění. Při velkém počtu kolonií byla 
miska rozdělena fixem na čtyři stejné díly a spočítány jednotlivé kolonie. Ze získaných 
hodnot byla spočítána průměrná hodnota [24]. 
 
Pro výpočet počtu životaschopných buněk byl užit vzorec: 
 
 
a – součet kolonií 
n1 – počet ploten prvního ředění 
 n2 – počet ploten druhého ředění 
d – první použité ředění (např. 10-2) 
 
 
 
4.7 Mikroskopování 
 
Při mikroskopování byl použit trinokulární světelný mikroskop, který umožňuje pozorovat 
tvar, velikost a uspořádání živých buněk. Světelná mikroskopie se používá pro oblast 
přibližně od 10 µm do 0,2 µm. Využívá hlavně bílé a smíšené světlo o vlnové                   
délce 400 – 700 nm [24].  
 
Každý mikroskop se skládá z mechanické a optické části. Mechanickou část mikroskopu 
tvoří: stativ, pohyblivý stolek na preparáty, tubus s revolverovým nosičem objektivů, 
mikrometrické a makrometrické posuvné zařízení. Optickou část mikroskopu tvoří: dvě 
soustavy čoček – okuláry, suché a imersní objektivy, osvětlovací zařízení – zrcadlo, 
kondenzor s irisovou clonou a zdroj světla [24].  
 
Při mikroskopování byl připravený preparát připevněn do stojanu. Bylo nastaveno vhodné 
zvětšení a následně osvětlení, aby nedošlo k vyschnutí preparátu. Pomocí makrometrického a 
mikrometrického šroubu bylo zaostřeno na obraz, který byl přenesen prostřednictvím kamery 
do digitální podoby. Při mikroskopování byl použit převážně suchý objektiv zvětšení 10 x 60. 
Při mikroskopování některých preparátů bakterií a plísní byl použit imerzní objektiv zvětšení 
10 x 100. V tomto případě jsme jako imerzní směs použili α – monobromnaftalen.  
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4.8 Stanovení enzymové aktivity viskozimetricky 
 
Průběh degradace vysokomolekulového substrátu enzymem jsme sledovali 
viskozimetricky. V průběhu enzymové reakce se měřila viskozita reakční směsi obsahující     
8 ml roztoku vzorku a 8 ml substrátu (0,5% roztok pektátu sodného o pH 4,4) pomocí 
Ubbelohdeho viskozimetru s průměrem kapiláry 0,836 mm.  
 
 
4.9 Statistické vyhodnocení 
 
Statistické vyhodnocení bylo provedeno pomocí programu Microsoft Office Excel 2007.  
Ze získaných hodnot narostlých kolonií, v rámci jednoho dne, byla vypočítána směrodatná 
odchylka, která vyjadřuje, jak se hodnoty liší od průměrné (střední) hodnoty.  
Při porovnávání dvou odlišných hodnot byl z vypočítaných hodnot sestrojen graf, ve 
kterém byla data proložena spojnicí trendu se zobrazením rovnice regrese. Tato rovnice byla 
použita při výpočtu spojnice trendu. Do rovnice byla za proměnnou y dosazena směrodatná 
odchylka a vypočítaná hodnota x vyjadřovala výsledek. Pokud se hodnoty x dvou odlišných 
měření překrývaly, znamenalo to, že mezi naměřenými hodnotami nebyl výrazný rozdíl. 
Pokud se hodnoty x dvou odlišných měření rozcházely, znamenalo to, že mezi naměřenými 
hodnotami byl výrazný rozdíl. V takovém případě bylo tedy možné např. napsat, že hodnoty 
1. měření jsou větší než hodnoty 2. měření.    
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5.  VÝSLEDKY  A  DISKUZE 
Vzorky hroznové šťávy, odrůdy Rulandské modré z Velkopavlovické vinařské oblasti, 
byly odebrány ze dvou vinařství a monitorovány z pohledu celkového počtu mikroorganismů, 
kvasinek a bakterií. Vinařství se od sebe liší v technologickém kroku počátečního zasíření a 
v přídavku komerčního preparátu obsahující sušené bakterie malolaktického kvašení. U 
prvního vinařství byla také proměřena enzymová aktivita po aplikaci komerčního 
enzymatického preparátu.  
 
5.1 Technologie Vinařství č. 1 
Proces výroby vína začal pomletím hroznů. Získaný rmut byl veden do speciálních 
nerezových vinifikátorů (bez přístupu kyslíku a zbytečného síření rmutu tzv. bezoxidační 
metoda). Do rmutu byly v den pomletí přidány předem pomnožené komerční kmeny kvasinky 
Saccharomyces cerevisiae společně s komerčním preparátem obsahující enzymy pro maceraci 
barevných látek s podporou stability barvy a aromatických látek. Nakvášení probíhalo sedm 
dní, osmý den byl rmut vylisován. Během nakvášení se teplota pohybovala od 20 – 23 °C a 
pH se zvýšilo z 3,20 na 3,67. Graf č. 1 popisuje pH měnící se během výroby červeného vína 
až po ukončení všech kvasících procesů. Je zřejmé, že nejvyšší hodnoty dosahuje pH právě po 
vylisování moštu. Za toto zvýšení pH mohou kvasinky rodu Sachcaromyces, které se mohou 
podílet na snížení obsahu kyseliny L – jablečné o 2 – 45 %. Vylisovaný hroznový mošt byl 
veden do tanku bez tepelné regulace, kde docházelo ke kvašení, odkalování a přirozenému 
malolaktickému kvašení. Během toho procesu, který trval 33 dní, se teplota snížila z 20 °C na 
5 – 8 °C a pH kleslo na 3,49. Malolaktické kvašení dále pokračovalo v tancích s regulovanou 
teplotou až do úplného zastavení zasířením. Teplota v tancích byla udržována na 22 °C a 
zároveň v posledním odebraném vzorku bylo pH 3,52. Jak ukazuje graf č. 1, po vylisování pH 
kleslo na 3,52 a od začátku malolaktického kvašení mělo pH sinusový průběh. Tento stálý 
nárůst a pokles pH byl způsoben aktivními mikroorganismy a to kvasinkami rodu 
Saccharomyces sp. a bakterií Oenococcus oeni, Pediococcus sp. a Lactobacillus sp. Dále bylo 
provedeno stáčení a školení vína. Všechny technologické kroky jsou znázorněny                   
ve Schématu č. 1. 
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Graf č. 1: Průběh pH měnící se během výroby červeného vína u Vinařství č. 1 
 
 
 
Schéma č. 1: Přehled technologického postupu výroby červeného vína Vinařství č. 1 
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5.2 Technologie Vinařství č. 2 
Začátek výroby červeného vína byl stejný, jako u Vinařství č. 1. Získaný rmut byl veden 
do tanku bez tepelné regulace, kde byl zasířen malým množstvím SO2. Následně byly přidány 
předem pomnožené komerční kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae a komerční 
enzymatický preparát jako ve Vinařství č. 1. Teplota v průběhu nakvášení nebyla měřena a po 
vylisování bylo pH moštu 3,58. Graf č. 2 popisuje pH měnící se ve vylisovaném moštu 
červeného vína až po ukončení všech kvasících procesů. Vylisovaný hroznový mošt byl opět 
veden do tanku bez tepelné regulace. Teplota moštu byla zvýšena a udržována na 22 °C po 
dobu osmi dnů pomocí ponorného ohřívače. Během této doby došlo k naočkování moštu 
komerční sušenou kulturou bakterií Oenococcus oeni. Po naočkování probíhalo malolaktické 
kvašení po dobu 18 dní. Během této doby teplota klesla z 22 °C na 15 – 18 °C. Z grafu č. 2 
můžeme vidět, že po naočkování sušenou bakterií Oenococcus oeni se hodnota pH v průběhu 
deseti dní zvýšila na pH 3,67. Po sedmi dnech byl proveden poslední odběr vzorku moštu, 
jehož hodnota pH byla 3,62. Před odebráním vzorku došlo k zasíření celého objemu moštu a 
tím k zastavení probíhajících kvasných procesů. Takto vysoké pH vytváří vhodné podmínky 
pro život divokých bakterií mléčného kvašení. Jejich aktivita ústí v tvorbu polysacharidů, 
které mají na svědomí znehodnocení vína. Aplikací sušených bakterií Oenococcus oeni se 
nemusela projevit, do značné míry, aktivita divokých bakterií mléčného kvašení. Poté bylo 
provedeno stáčení a školení vína. Všechny technologické kroky jsou znázorněny                   
ve Schématu č. 2. 
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Graf č. 2: Průběh pH měnící se během výroby červeného vína u Vinařství č. 2 
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Schéma č. 2: Přehled technologického postupu výroby červeného vína Vinařství č. 2  
 
 
 
5.3 Sledování výskytu populace kvasinek 
V průběhu technologického procesu výroby červeného vína jsme zjišťovali počty všech 
kvasinek a kvasinkových mikroorganismů přítomných ve vzorku hroznové šťávy. Populaci 
kvasinek a kvasinkových mikroorganismů jsme sledovali na sladinovém agaru, ale i na Plate 
count agaru určený pro celkový počet mikroorganismů. Zde však nárůst populace nebyl tak 
masivní jak u sladinového agaru z důvodu odlišného pH prostředí a sníženého množství 
uhlíkatého zdroje. Po nárůstu buněk na agarových plotnách jsme vizuálně hodnotili tvary 
kolonií a mikroskopicky jsme zjišťovali jejich morfologii.     
 
 
 
                                                                                     41 
 
Druhy kvasinek znehodnocující víno při uskladnění 
Uskladnění vína v tancích a sudech je považován za kritický bod, kdy může dojít 
k znehodnocení vína. V tomto případě je nežádoucím faktorem vzduch, např. nedostatečným 
utěsněním nebo naplněním tanku nebo sudu. Způsobuje slabé kvašení a tím vývoj povrchové 
flóry nebo oxidativních kvasinek, obvykle druhy Candida a Pichia. Tyto druhy oxidují etanol, 
glycerol a kyseliny a dávají vínům nepřijatelně vysoké množství acetaldehydu, esteru a octové 
kyseliny [1].  
 
5.3.1 Výskyt populace kvasinek Vinařství č. 1 
Od počátku výroby vína, až do prvního zasíření, jsme monitorovali celkový počet kvasinek 
a kvasinkových mikroorganismů. Výskyt populace kvasinek v závislosti na čase je uveden 
v grafu č. 3, kde jsou zaznamenány i technologické úkony v jednotlivých dnech. Z grafu č. 3 
lze pozorovat, že na počátku nakvášení nárůst populace kvasinek po dvou dnech značně klesl. 
Z literatury vyplývá [1], že kvasinky Saccharomyces cerevisiae nezahajují kvašení. Kvasinky 
zahajující kvašení jsou rodu Hanseniaspora (Kloeckera), Candida a Metschnikowia. Z grafu 
č. 3 vyplývá, že počet zahajujících kvasinek a kvasinkových mikroorganismů dosáhl hodnoty 
1,2 · 106 ± 1,3 · 105 buněk v 1 ml vzorku. Druhy kvasinek jiné než rodu Saccharomyces 
rostoucí na počátku kvašení, využívají aminokyseliny a vitamíny pro svůj růst a omezují tak 
růst kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae se dostávají do 
popředí až po polovině časového rozpětí kvasného procesu [1]. Z grafu č. 3 je tedy patrné, že i 
když aktivní komerční kultura kvasinek Saccharomyces cerevisiae byla naočkována do rmutu 
v den pomletí hroznů, zvýšení celkového počtu kvasinek se projevilo až čtvrtý den po 
naočkování. Celý průběh nakvášení (tzn. od pomletí hroznů do vylisování) trval osm dní. Je 
zřejmé, že nejvyšší hodnota celkového počtu kvasinek byla v den lisování (tzn. v den 
ukončení nakvášení). Potom začíná jejich počet postupně klesat, jak můžeme vidět i z grafu č. 
3. Tento pokles přisuzujeme autolýze kvasinek nastupující po alkoholovém kvašení [1]. 
Pokles celkového počtu kvasinek má sinusový průběh, jak je naznačeno v grafu č. 3. 
Předpokládáme, že je to způsobeno v důsledku nepravidelného promíchávání moštu. Toto 
promíchávání se provádí za účelem využití živin pro mikroorganismy. Pokles počtu kvasinek 
je také způsoben inhibicí nastupující populace bakterií Oenococcus oeni a malolaktického 
kvašení [1], jak můžeme vidět v grafu č. 7. Po alkoholovém kvašení dochází k autolýze 
kvasinek a následnému uvolňování nutrietů potřebných k růstu bakterií, ale i k růstu 
přítomných kvasinek.  
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Graf č. 3: Průběh růstu populace kvasinek během výroby červeného vína vinařství č. 1 
 
 
5.3.2 Výskyt populace kvasinek Vinařství č. 2 
V tomto případě nebylo možné monitorovat průběh růstu populace kvasinek již od počátku 
nakvášení. Sledování populace kvasinek započalo po vylisování a je znázorněno v grafu č. 4, 
kde jsou zaznamenány i technologické úkony v jednotlivých dnech. Odběry byly prováděny 
z moštu, získaném po vylisování, do doby jeho zasíření. Z grafu č. 4 lze pozorovat pokles a 
poté nárůst celkového počtu kvasinek. V tomto případě nedocházelo k promíchávání moštu, 
ale k zahřívání moštu ponorným ohřívačem až na teplotu 22 °C. Tento způsob ohřevu mohl 
zapříčinit lokální přehřívání prostředí a do jisté míry znehodnotit přítomnou mikroflóru. Lze 
předpokládat, že zvýšená teplota na počátku zahřívání prospívala růstu kvasinek a 
kvasinkovým mikroorganismům, ale zároveň prospívala růstu mléčným bakteriím, které poté 
způsobovaly inhibici populaci kvasinek a kvasinkových mikroorganismům [1].    
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Graf č. 4: Průběh růstu populace kvasinek během výroby červeného vína vinařství č. 2 
 
 
5.3.3 Srovnání výskytu populace kvasinek Vinařství č. 1 a 2 
Jelikož u 2. vinařství začalo monitorování mikroflóry až po vylisování, není možné srovnat 
průběh růstu populace kvasinek během nakvášení. Graf č. 5 proto znázorňuje srovnání 
celkového počtu kvasinek vinařství č. 1 a 2 od hlavního kvašení moštu. Z grafu č. 5 je patrné, 
že po vylisování je celkový počet kvasinek u vinařství č. 2 menší než u vinařství č. 1 (toto 
tvrzení bylo statisticky vyhodnoceno). Tento rozdíl v celkovém počtu kvasinek 
pravděpodobně nastal v důsledku aplikace malého množství SO2 u vinařství č. 2 na počátku 
nakvášení hroznové šťávy. Tímto technologickým krokem se od sebe vinařství č. 1 a vinařství 
č. 2 odlišují. Tato aplikace SO2 byla provedena z důvodu potlačení rozvoje bakterií, plísní a 
divokých kvasinek. Popřípadě mohl být rozdíl v celkovém počtu kvasinek způsoben 
v důsledku odlišného zahřívání moštu v tanku a teplotou měnící se během hlavního kvašení.  
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Graf č. 5 : Srovnání průběhu růstu populace kvasinek během výroby červeného vína Vinařství 
č. 1 a 2 
 
 
5.3.4 Vizuální posouzení kvasinek vyskytujících se při výrobě červeného vína 
Při nárůstu kvasinek na sladinovém agaru a Plate count agaru jsme se kromě počítání 
jednotlivých kolonií kvasinek věnovali také tvarům a strukturám jednotlivých kolonií. 
Z nativních preparátů připravených z jednotlivých kolonií kvasinek jsme mikroskopicky 
zhodnotili tvary buněčných struktur.  
Hroznová šťáva obsahuje velmi pestrou paletu různých rodů a druhů kvasinek, z kterých je 
však nejdůležitější rod Saccharomyces. Různé druhy kvasinek vytvářejí na plotnách velké, ale 
i malé kolonie, s celistvým nebo nečleněným okrajem, s hladkým povrchem a smetanové 
barvy jako je ukázáno na obrázku č. 8 a příklad velkých kvasinkových kolonií můžeme vidět 
na obrázku č. 9. Objevily se však kvasinky, které vytvářejí na plotnách kulaté kolonie, 
s vláknitým povrchem tvořící vzdušné mycelium a bílého zabarvení, jako ukazuje obrázek č. 
9. Na obrázku č. 10 můžeme vidět opět kulatou kolonii tvořící vzdušné mycelium jen s tím 
rozdílem, že tato kolonie neroste na sladinovém agaru, nýbrž na Plate count agaru pro celkové 
stanovení mikroorganismů. Z této kolonie jsme získali i mikroskopický profil, který je uveden 
na obrázku č. 13.  
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Obr. č. 8: Populace kvasinek vytvářející malé kolonie s hladkým povrchem na sladinovém 
agaru naočkované 17. 10. 2007 
 
 
 vzdušné mycelium 
Obr. č. 9: Populace kvasinek na sladinovém agaru naočkovaná 9. 10. 2007   
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Obr. č. 10: Populace kvasinek vytvářející kolonie s hladkým povrchem a jedna kolonie se 
vzušným myceliem na Plate count agaru naočkované 8. 10. 2007 
 
 
Existuje spousta faktorů, které ovlivňují výskyt a růst kvasinek během alkoholového 
kvašení (nakvášení). Jedná se o původní populaci a jejich rodová a druhová rozmanitost 
v hroznové šťávě, inokulaci hroznové šťávy selektovanou startovací kulturou, chemické 
složení hroznové šťávy zahrnující zbytky pesticidů či fungicidů, dále procesní podmínky jako 
je koncentrace SO2, teplota během kvašení a vztahy mezi různými rody a druhy kvasinek [1]. 
Z literatury vyplývá [1], že za hlavní faktor působící na populaci kvasinek, je považován 
etanol, produkovaný kvasinkou Saccharomyces cerevisiae. Zvyšující se koncentrace etanolu 
během alkoholového kvašení, zapříčiňuje pokles a smrt druhů kvasinek nepatřících do rodu 
Saccharomyces [1].    
Nežádoucí chuť a vůni vína mohou způsobit také kvasinky Dekkera/Brettanomyces. Pro 
svůj růst využívají kvasinkové autolýzy po alkoholovém kvašení. Proto odstranění 
kvasinkového sedimentu brzy po alkoholovém kvašení, je jediný způsob, jak minimalizovat 
nežádoucí procesy [12]. 
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Při mikroskopování jsme použili zvětšení 10 x 60, a soustředili jsme se hlavně na tvary 
buněčných struktur. Na obrázku č. 11 mají buňky kvasinek kulatý, oválný, podlouhlý, ale i 
vláknitý tvar. Zjistili jsme i přítomnost kvasinek tvořící nepravé hyfy, tzv. pseudomycelium, 
jejichž mikroskopické profily jsou zachyceny na obrázku č. 12.  
 
 
Obr. č. 11: Mikroskopický profil kvasinek naočkovaných 10. 10. 2007 – vlevo kulatý a oválný 
tvar buněk a napravo podlouhlý a vláknitý tvar buněk 
 
 
  
Obr. č. 12: Mikroskopický profil kvasinek naočkovaných 10. 10. 2007 tvořící pseudomycelium  
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Obr. č. 13: Mikroskopický profil vzdušného mycelia kolonie zachycené na obr. č. 3 
 
 
 
5.4 Sledování výskytu populace mléčných bakterií 
Celkový počet mléčných bakterií, a to především bakterie rodu Lactobacillus přítomné 
v odebraném vzorku červeného vína, jsme monitorovali po celou dobu nakvášení a hlavního 
kvašení. Po nárůstu mléčných bakterií, na Tomato juice agaru pro Lactobacilly vína, jsme 
hodnotili tvary kolonií a mikroskopicky jsme zjišťovali strukturu buněk. 
Malolaktické kvašení je důležité sekundární kvašení, při němž dochází k transformaci       
L – jablečné kyseliny na L – mléčnou kyselinu během vinifikace u většiny červených vín [2]. 
Malolaktické kvašení může kromě odkyselení zvýšit mikrobiologickou stabilitu a pozvednout 
chuť a vůni vína. Dosažení úspěšné indukce a včasné dokončení malolaktického kvašení je 
hlavním faktorem kvality a ekonomie výroby vína. Malolaktické kvašení je charakterizováno 
přítomností mléčné bakterie Oenococcus oeni. Běžná praxe se spoléhá na přirozeně se 
vyskytující mikroflóru mléčných bakterií, která spontánně indukuje malolaktické kvašení. 
Fyzikálně – chemické podmínky, zahrnující nízké pH, vysoký obsah etanolu, přítomnost SO2 
a nízkou úroveň nutrietů, vytváří stresové prostředí pro růst bakterií mléčného kvašení. 
V těchto podmínkách není neobvyklé, že dojde k selhání malolaktického kvašení. Proto se 
stále pokračuje ve vývoji malolaktických druhů schopné překonat tyto obtížné podmínky. 
Malolaktické kvašení je žádoucí po alkoholovém kvašení. Pokud ale víno není ošetřeno SO2, 
tak zdržení nebo selhání malolaktického kvašení by mohlo umožnit nárůst nežádoucím 
mikroorganismům. Mezi nežádoucí mikroorganismy řadíme octové bakterie, nežádoucí 
mléčné bakterie a kvasinky Brettanomyces / Dekkera. Kromě volby startovací kultury 
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vinných mléčných bakterií s větší tolerancí k nevhodným fyzikálně – chemickým vlastnostem 
vína je také potřeba si více uvědomit potencionální důležitost účinků interakce mezi druhem 
kvasinky použité k řízení alkoholového kvašení a schopností druhu malolaktické bakterie 
k růstu a uskutečnění malolaktického kvašení [2].   
 
5.4.1 Výskyt populace mléčných bakterií Vinařství č. 1 
Od počátku výroby vína, až do prvního zasíření, byl monitorován celkový počet mléčných 
bakterií. Sledování populace mléčných bakterií je znázorněno v grafu č. 6, kde jsou 
zaznamenány i technologické úkony provedené v jednotlivých dnech. Jak je znázorněno 
v grafu č. 6, na začátku nakvášení je populace životaschopných mléčných bakterií značně 
vysoká. Po pomletí zpravidla rmut obsahuje jak mléčné, tak i octové bakterie. Podle literatury 
[1] se populace bakterií pohybuje v rozmezí 102 – 104 buněk / ml. V našem případě se v době 
nakvášení populace mléčných bakterií pohybovala v rozmezí 1,1 · 105 ± 0,8 · 104 -                
8,4 · 105 ± 5,8 · 105 buněk / ml. Tento značný rozdíl v populaci bakterií mohl být způsoben 
nezasířením rmutu na začátku nakvášení. Přídavek SO2 na počátku nakvášení by snížil 
bakteriální populaci a to zejména nežádoucí bakterie. V literatuře [1] je uvedeno, že takto 
vysoká bakteriální populace mohla také způsobit zpomalení až inhibici růstu kvasinek a 
zapříčinit tak pomalé nebo žádné kvašení. Z grafu č. 6 je zřejmé, že po dvou dnech dochází 
k značnému poklesu celkového počtu mléčných bakterií. Postupně dochází k jejich odumírání 
až na nepočitatelnou úroveň již v den vylisování. Jak je zaznamenáno v grafu č. 7, při 
srovnání celkového počtu kvasinek s celkovým počtem mléčných bakterií můžeme vidět, že 
s rostoucí populací kvasinek klesá životaschopnost mléčných bakterií. Můžeme tedy 
předpokládat, že stále vysoký počet populace kvasinek potlačuje růst mléčných bakterií až na 
nepočitatelnou úroveň. Z článku [2] o inhibici mléčných bakterií kvasinkami je zřejmé, že 
bakterie během alkoholového kvašení vykazují sice nízkou schopnost růstu, ale aktivitu si 
zachovávají.   
Časové období, kdy začalo malolaktické kvašení nebylo sledováno, ale po uplynutí 33 dnů 
od vylisování rmutu (tzn. 41. den od začátku výroby), bylo získáno počitatelné množství 
kolonií mléčných bakterií, jak je uvedeno v grafu č. 6. V tomto případě můžeme pouze 
předpokládat, že poměr počtu populace kvasinek a mléčných bakterií je takový, že dovoluje 
růstu mléčným bakteriím. Populace mléčných bakterií se zvýšila v tanku i přes to, že v 
prostředí klesala teplota z 20 °C na 5 – 8 °C (jednalo se o tank bez tepelné regulace). Ze 
studie provedené v článku [20] lze předpokládat, že nízká teplota patří k stresovým 
podmínkám, kterým se bakterie Oenococcus oeni po čase přizpůsobí. Mezi 41. a 48 dnem byl 
mošt převeden z tanku bez tepelné regulace do tanku s tepelnou regulací, kde teplota vzrostla 
na 22 °C. Počet mléčných bakterií vzrostl oproti kultivaci provedené 41. den o 20 %        
(Graf č. 6). Při této teplotě byl mošt udržován do úplného ukončení malolaktického kvašení 
zasířením. 
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Graf č. 6: Průběh růstu populace bakterií během výroby červeného vína vinařství č. 1 
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Graf č. 7: Srovnání průběhu růstu populace kvasinek a populace mléčných bakterií během 
výroby červeného vína u 1. vinařství 
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5.4.2 Výskyt populace mléčných bakterií Vinařství č. 2 
V tomto přídě nebylo možné odebírat vzorky hroznové šťávy již v průběhu nakvášení, ale 
až po vylisování rmutu. Mošt byl zahříván na teplotu 22 °C ponorným ohřívačem a byl 
naočkován komerční sušenou bakteriální kulturou Oenococcus oeni. Tímto technologickým 
krokem se toto vinařství liší od vinařství č. 1. Vzorek odebraný po vylisování neobsahoval 
počitatelné množství populace mléčných bakterií. To mohlo být způsobeno počátečním 
zasířením, které se aplikuje proti nežádoucím bakteriím. I v tomto technologickém kroku se 
vinařství č. 2 odlišuje od vinařství č. 1. V průběhu 18 dní, tedy od inokulace komerční kultury 
bakterie do zasíření, nebylo získáno počitatelné množství mléčných bakterií. Jak vyplývá 
z literatury [2], i při velmi malém množství dochází k aktivitě mléčných bakterií. Tzn., i když 
nebylo možné dokázat přítomnost bakterie Oenococcus oeni v důsledku potlačení růstu 
kvasinkami, k degradaci jablečné kyseliny mohlo docházet.       
Z literatury [20] vyplývá, že indukce malolaktického kvašení ve víně je problém, protože 
víno je velmi kyselé prostředí pro bakteriální růst. Proto aplikace komerčně dostupných 
preparátů Oenococcus oeni není vždy úspěšná a nemusí tedy dosahovat počitatelné úrovně. 
   
 
5.4.3 Vizuální posouzení mléčných bakterií vyskytujících se při výrobě červeného vína 
Při nárůstu mléčných bakterií na Tomato juice agaru jsme se kromě počítání jednotlivých 
kolonií mléčných bakterií věnovali tvarům a strukturám jednotlivých kolonií. A z nativních 
preparátů připravených z jednotlivých kolonií mléčných bakterií jsme posuzovali 
mikroskopicky tvary buněčných struktur. 
Malolaktické kvašení začíná po skončení alkoholového kvašení. Důležitou bakterií v tomto 
procesu je Oenococcus oeni. Rody Pediococcus a Lactobacilli mohou být také zahrnuty do 
malolaktického kvašení, ale produkují spíše nežádoucí vůně vína. Čas nezbytný na 
malolaktické kvašení je závislý na fyzikálně – chemických podmínkách moštu a kvantitě 
jablečné kyseliny potřebné k transformaci [7]. 
Růst a vývoj mléčných bakterií je přímo závislý na pH, teplotě a obsahu etanolu. Růst je 
snadnější při relativně vysokém pH (> 3,5) s obsahem etanolu menším než 13 % a při teplotě 
19 – 20 °C. Růst je naopak téměř nemožný při pH < 3,0, obsahu etanolu vyšším jak 14 % a 
při teplotě pod 17 °C.  Tyto hodnoty však nejsou absolutní pro všechny tyto faktory a dále pro 
další jiné složky vzájemně na sebe působící [13].  
 
 
 
52 
 
Hroznová šťáva obsahuje velmi pestrou paletu různých rodů a druhů bakterií 
malolaktického kvašení, z nichž nejdůležitější je druh Oenococcus oeni. V našem případě 
jsme se soustředili na mléčné bakterie a to rodu Lactobacillus. Kultivaci vzorku hroznové 
šťávy jsme prováděli na speciálním Tomato juice agaru pro Lactobacilly, na kterém jsme 
pozorovali nárůst kolonií. Jak je vidět na obrázku č. 14, vznikaly malé kulaté kolonie 
s hladkým povrchem a počátečním smetanovým zabarvením. Tyto kolonie však netvořily 
pouze mléčné bakterie, ale i kvasinky, kterým toto prostředí pro růst vyhovovalo. Po dvou 
dnech při teplotě 26,8 ± 0,2 °C se začaly objevovat různě zelené kolonie bakterií. Původní 
světle modrozelená barva agaru se růstem bakteriálních kolonií začala odbarvovat do světle 
žlutého až bezbarvého zabarvení. Tento jev je možné vidět na obrázku č. 14 a č. 15.        
Obrázek č. 14 je tedy příkladem směsi kultur kvasinek a bakterií.    
 
 
 
 
Obr. č. 14: Populace mléčných bakterií s náznakem zbarvování kolonií do zelena a 
odbarvováním Tomato juice agaru naočkovaná 17. 11. 2007 
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Obr. č. 15: Populace mléčné bakterie naočkovaná 10. 10. 2007 – pravděpodobně se jedná o 
bakterii Oenococcus oeni 
 
 
Obr. č. 16: Neznámá populace mléčné bakterie naočkovaná 10. 10. 2007 
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Obrázek č. 15 a 16 jsou již izolované bakterie ze směsi kultur kvasinek a bakterií 
kultivovaných na Tomato juice agaru. Na těchto agarových plotnách nám na základě 
barevného rozlišení narostly pouze dva druhy bakterií. Na obrázku č. 15 je bakterie, která byla 
zelené barvy a při svém růstu odbarvovala agar do světle žluta. Narostlou kolonii jsme 
podrobily mikroskopii (obr. č. 17) a po srovnání tvaru buněk bakterie s obrázkem [36] se 
domníváme, že se pravděpodobně jedná o bakterii Oenococcus oeni.  Na obrázku č. 16 je 
bakterie, která byla tyrkysově mléčného zbarvení a při svém růstu jen nepatrně odbarvovala 
agar. Narostlou kolonii jsme podrobily mikroskopii, ale jen z mikroskopického nálezu nelze 
určit, o jakou mléčnou bakterii se jedná. Bylo by zapotřebí taxonomické vyšetření.  
Při mikroskopování jsme použili zvětšení 10 x 60 a soustředili jsme se hlavně na tvary 
buněčných struktur. Na obrázku č. 17 buňky mléčných bakterií tvoří diplokoky, které jsou 
dále mezi sebou spojeny a vytváří delší struktury. Po porovnání těchto buněčných struktur se 
strukturou bakterie uvedené na obrázku [36] se pravděpodobně jedná o bakterii Oenococcus 
oeni. Tato bakterie je velice významná a důležitá při malolaktickém kvašení. Tento obrázek 
byl pořízen z kolonie zeleného zabarvení narostlé na Tomato juice agaru den po vylisování 
moštu. Odebraný mošt vykazoval pH 3,52. Z literatury [18] vyplývá, že pouze Oenococcus 
oeni lze nalézt v moštu s pH < 3,5. Pediococcus a Lactobacillus rostou při hodnotách           
pH > 3,5. 
 
 
 
Obr. č. 17: Mikroskopický profil populace mléčných bakterií naočkovaných 16. 10. 2007 – 
pravděpodobně se jedná o bakterii Oenococcus oeni 
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  Kvasinka Bakterie 
 
Obr. č. 18: Mikroskopický profil směsné populace kvasinek a bakterií naočkovaných           
11. 10. 2007 
 
Na obrázku č. 18 můžeme pozorovat směsnou kulturu kvasinek a bakterií. Při 
mikroskopování bylo použito zvětšení 10 x 100. Bakterii přítomnou v této směsi jsme 
porovnali se strukturou bakterie na obrázku [36] a domníváme se, že se pravděpodobně jedná 
o rod Pediococcus sp. Pediococcus stejně jako Oenococcus oeni tvoří diplokoky, které se ale 
jen velice málo spojují dále do řetízků.  
 
 
 
5.5 Sledování výskytu celkového počtu mikroorganismů 
Mikroorganismy významně přispívají k chemickému složení vína. Kvasinky, bakterie a 
plísně přispívají k mikrobiální ekologii vína a chemickému složení vína. Dominantní vliv při 
výrobě vína mají kvasinky, protože jsou vedoucím mikroorganismem při alkoholovém 
kvašení. V celkovém mikrobiálním ekosystému, obsahujícím směsi různých rodů a druhů, lze 
předpokládat, že interakce budou nastávat mezi jednotlivými mikroorganismy a to bude také 
určovat konečnou ekologii vína. Víno je tedy produkt ekosystému, kde jsou ve vztahu 
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samotné kvasinky, kvasinky a bakterie a kvasinky a plísně [1]. Proto jsme zvolili i metodu 
monitorování celkového počtu všech přítomných mikroorganismů. Tato kultivace byla 
provedena na Plate count agaru, jenž má oproti sladinovému nebo Tomato juice agaru vyšší 
pH. Při monitorování celkového počtu mikroorganismů nám na miskách začaly převládat 
kolonie plísní, které byly fotograficky zdokumentovány, a zároveň bylo provedeno 
mikroskopické hodnocení jejich morfologických vlastností. 
Přítomnost plísní byla zjištěna i v průběhu monitorování kvasinek a bakterií. Narostlé 
kolonie plísní byly opět fotograficky zdokumentovány a následně taktéž byly podrobeny 
mikroskopickému vyšetření.    
 
5.5.1 Výskyt plísní v průběhu výroby červeného vína u Vinařství č. 1 
Pro monitorování celkového počtu mikroorganismů jsme zvolili vinařství č. 1, jelikož 
vzorky odebírané z tohoto vinařství byly sledovány od začátku, tedy od pomletí červených 
hroznů, do konce, až po první zasíření. Z literatury [1] vyplývá, že plísně přítomné na 
hroznech mohou produkovat různé metabolity, které mění podmínky ekologie a růstu 
kvasinek během alkoholového kvašení. Produkce metabolitů, které zpomalují růst kvasinek 
během kvašení je známá u plísně Botrytis cinerea, Aspergillus sp., a Penicillium sp. 
Největší výskyt plísně jsme zaznamenali na začátku nakvášení po dobu tří dnů. Tento 
relativně vysoký nárůst plísně na Plate count agaru mohl zapříčinit inhibici růstu jiných 
mikroorganismům, hlavně kvasinek. Proto na grafu č. 8 můžeme vidět, že od prvního do 
třetího dne se hodnoty celkového počtu mikroorganismů přibližují hodnotám kvasinek. Různé 
druhy plísní se vyskytovaly na agarových plotnách od začátku procesu výroby až do 
patnáctého dne. Do té doby se z celkových 196 naočkovaných sladinových a Plate count 
agarových ploten vyskytla plíseň na 23 plotnách. U Tomato juice agaru se plíseň vyskytla  na 
8 plotnách z celkových 86. 
V grafu č. 8 lze porovnat počet kvasinek a bakterií k celkovému počtu mikroorganismů. 
Můžeme z něj pozorovat, že nejvíce rozmanité zastoupení mikroorganismů bylo v pomletém 
rmutu po dobu prvních čtyř dnů.  Hodnoty celkového počtu mikroorganismů se ve většině 
případů přibližují hodnotám zjištěných u kvasinek. A zjištěným hodnotám bakterií se hodnoty 
celkového počtu mikroorganismů přibližují od začátku po dobu tří dnů. Poté jsme nárůst 
mléčných bakterií zaznamenali až od 41. dne. Předpokládáme, že různé poměry počtu 
kvasinek a bakterií k celkovému počtu mikroorganismů v průběhu výroby červeného vína je 
způsoben specifitou agarových ploten a pH pro kvasinky a bakterie, které poskytují těmto 
mikroorganismům příznivé podmínky pro růst. Plate count agar pro kultivaci všech 
mikroorganismů neobsahuje speciální živiny pro specifický růst mikroorganismů. Na tomto 
agaru jsme například nezaznamenali růst mléčných bakterií a počet narostlé populace 
kvasinek také nebyl tak významný, jako na sladinovém agaru.    
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Graf č. 8: Srovnání populace kvasinek a bakterií s celkovým počtem mikroorganismů 
 
 
5.5.2 Vizuální posouzení plísní vyskytujících se při výrobě červeného vína 
Po ukončení kultivace kvasinek, bakterií a celkové populace mikroorganismů nám na 
miskách s narostlými koloniemi kvasinek a bakterií začaly narůstat i kolonie plísní. Narostlé 
kolonie plísní byly fotograficky zdokumentovány a společně se získaným mikroskopickým 
profilem buněčné struktury byly porovnány s obrázky plísní vyskytujících se při výrobě 
červeného vína. 
 
Po vyhodnocení výskytu plísní přítomných v hroznové šťávě lze usuzovat, že největší 
zastoupení mají plísně rodu Penicillium a Aspergillus. Problém těchto rodů plísní spočívá 
v produkci různých mykotoxinů, obzvláště ochratoxinu A. Jsou však prováděny pravidelné 
studie zabývající se produkcí ochratoxinu A vláknitými houbami. Riziko akutních toxických 
účinků ochratoxinu A je obvykle v podmínkách České republiky považováno za minimální. 
Výsledky studie [27] předpokládaly, že koncentrace ochratoxinu A se zvyšuje v jižních 
vinařských oblastech (oblast Středomoří) a snižuje v severních vinařských oblastech. Je ale 
potřeba stále monitorovat výskyt tohoto mykotoxinu při sklizni hroznů révy vinné i v dalších 
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letech a dalších vinařských podoblastech [27]. Lze také předpokládat, že plísně rodu 
Aspergillus a Penicillium mohou do určité míry ovlivnit kvasící procesy, na rozdíl od 
ostatních plísní vyskytujících se v hroznové šťávě, jejichž výskyt není tak významný.      
 
Obrázek č. 19 představuje směsnou kulturu mikroorganismů, která narostla z hroznové 
šťávy odebrané v den pomletí hroznů, tzn. 8. 10. 2007. Významná je pravděpodobně 
přítomnost plísně Botrytis cinerea, která se objevila na Plate count agaru a tvořila 
chomáčkovité, šedé kolonie, později se vytvořily tmavě hnědé sklerocia, ze kterých bylo 
možné odebrat vzorek jen velice těžko, protože mycelium prorůstalo až do živného média.    
 
 
Obr. č. 19: Směsná kultura mikroorganismů naočkovaná 8. 10. 2007na Plate count agaru 
pravděpodobně s plísní Botrytis cinerea 
 
 
Obrázek č. 20 je jeden z příkladů rostoucí modrozelené kolonie plísně s bílým okrajem, 
která se vyskytovala na plotnách s narostlou populací kvasinek. Tento obrázek je také příklad 
plísně, která během svého vývoje kolonizovala populaci kvasinek. Z toho usuzujeme, že 
tomuto druhu plísně nevadila narostlá populace kvasinek. Po porovnání narostlé kolonie 
plísně s obrázkem [37] zobrazujícím podobnou kolonii plísně lze předpokládat, že se jedná o 
plíseň rodu Aspergillus. 
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Obr. č. 20: Směsná kultura kvasinek s modrozelenou sametovou kolonií plísně naočkovaná 
16. 10. 2007na sladinovém agaru 
 
 
Na obrázku č. 21 můžeme opět vidět modrozelenou plíseň s bílým okrajem, ale tvořící 
výrazné letokruhy. Na rozdíl od plísně narostlé na obrázku č. 20 během svého vývoje 
nekolonizovala místa, kde byla narostlá populace kvasinek. V literatuře [1] je uvedeno, že 
některé druhy kvasinek lze užít jako přírodní biokontrolní činitele – mají silnou proti – 
plísňovou aktivitu. Druhy kvasinek jako Metschnikowia pulcherrima, dále rody Pichia, 
Candida, Cryptococcus a některé Saccharomyces a Zygosaccharomyces produkují 1, 3 – β – 
glukanázu, která degraduje buněčnou stěnu plísní. Zvýšený výskyt těchto druhů kvasinek 
můžeme pozorovat u poškozených hroznů. Projevuje se zde schopnost kvasinek produkovat 
toxiny, které mohou inhibovat nárůst plísní. Tato problematika však vyžaduje další výzkum 
[1]. Po porovnání narostlé kolonie plísně na obrázku č. 21 s obrázkem [38] zobrazujícím 
podobnou kolonii plísně lze předpokládat, že se jedná o plíseň rodu Penicillium. 
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Obr. č. 21: Směsná kultura kvasinek s modrozelenou sametovou kolonií plísně tvořící 
letokruhy 
 
U vinařství č. 1 se během kultivace mléčných bakterií na Tomato juice agaru objevil 
masivní nárůst plísní. Po nárůstu těchto kolonií plísní jsme jednotlivé kolonie fotograficky 
zdokumentovali a vyhodnotili tvary kolonií. Kolonie vyskytující se na plotnách jsou na 
obrázku č. 22. Všechny tyto kolonie narostly bez kontaminace kvasinek a bakterií. Na 
obrázku č. 22 A můžeme vidět kolonii plísně s hladkým sametovým povrchem 
zelenomodrého zabarvení a nažloutlou spodní stranou. Okraj kolonie je bílý a na povrchu 
kolonie jsou žluté kapky exudátu. Z této charakteristiky kolonie lze předpokládat, že se jedná 
o plíseň rodu Penicillium. Tato kolonie plísně narostla po naočkování 20. 10. 2007. Na 
obrázku č. 22 B můžeme vidět kolonii plísně se sametovým povrchem tvořeným paprsčitými 
rýhami zelenohnědého zabarvení a nažloutlou spodní stranou. Okraj kolonie je bílý a na 
povrchu kolonie jsou jemné žluté kapky exudátu. Z této charakteristiky kolonie lze 
předpokládat, že se jedná opět o plíseň rodu Penicillium. Tato kolonie plísně narostla po 
naočkování 15. 10. 2007. Na obrázku č. 22 C můžeme vidět kolonii plísně s hladkým 
sametovým povrchem tvořeným paprsčitými rýhami šedozeleného zabarvení a s bílým 
okrajovým myceliem. Z této charakteristiky kolonie lze předpokládat, že se jedná opět o 
plíseň rodu Penicillium. Tato kolonie plísně narostla po naočkování 15. 10. 2007. Na 
posledním obrázku č. 22 D můžeme vidět kolonie plísně se sametovým povrchem tvořící 
barevně oddělené letokruhy. Kolonie je hnědozeleného zabarvení s bílým okrajem. Z této 
charakteristiky kolonie a po porovnání s obrázky [37] zobrazující podobnou kolonii plísně lze 
předpokládat, že se jedná o plíseň rodu Aspergillus. Tato kolonie plísně narostla po 
naočkování 11. 10. 2007.  
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Musíme však podotknout, že kolonie plísní narostly na Tomato juice agaru, tedy na 
prostředí jiném než tvoří např. sladinový agar nebo Plate count agar. Mohlo tedy dojít 
k tvarovým a barevným změnám při nárůstu kolonií plísní, což mohlo ovlivnit naše 
předpoklady při zařazování plísní do jednotlivých rodů.   
 
 
     
Obr. č. 22 A, B, C, D: Kolonie plísní narostlé na Tomato juice agaru 
 
 
Při mikroskopování jsme použili zvětšení 10 x 60 a soustředili jsme se hlavně na tvary 
fruktifikačních hýf. Na obrázku č. 23 můžeme pozorovat mikroskopický profil plísně rodu 
Aspergillus získaný z agarové plotny naočkované 9. 10. 2007. Na obrázku je vidět dlouhý 
konidiofor s hladkou stopkou, část měchýřku pokrytý fialidy na jejichž koncích jsou konidie. 
Vyskytly se i měchýřky, na kterých vyrůstaly nejprve metuly, čili primární fialidy a teprve 
poté sekundární fialidy s konidiemi. 
A
 
A  
B 
C D 
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Obr. č. 23: Mikroskopický profil plísně rodu Aspergillus 
 
 
Při zjišťování mikroskopického profilu jednotlivých plísní narostlých na plotnách jsme 
zjistili, že největší zastoupení má plíseň rodu Penicillium. Mikroskopický profil tohoto rodu 
můžeme pozorovat na obrázcích č. 24. Na obrázku č. 24 A můžeme vidět mikroskopický 
profil plísně, jehož nativní preparát byl připraven z prostřední části kolonie plísně získané 
z agarové plotny naočkované 20. 10. 2007. Obrázek č. 24 A je mikroskopický profil narostlé 
kolonie plísně zobrazené na obrázku č. 24 B. Tento obrázek pravděpodobně zobrazuje plíseň 
rodu Penicillium tvořící jemné žluté kapky exudátu. Na obrázku č. 24 B můžeme vidět 
konidiofor, na kterém se větví metuly a na těch se dále větví fialidy s konidiemi. Konidie 
mohou na fialidách tvořit řetízky, jak je např. vidět na obrázku č. 24 C. Obrázek č. 24 B byl 
získán z nativního preparátu připraveného z okrajové části kolonie plísně získané z agarové 
plotny naočkované 15. 10. 2007. Obrázek č. 24 C byl získán z nativního preparátu kolonie 
plísně získané z agarové plotny naočkované 8. 10. 2007.   
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Obr. č. 24 A, B, C: Mikroskopické profily plísně rodu Penicillium 
 
 
Při mikroskopování nativního preparátu vybrané kolonie plísně jsme získali mikroskopický 
profil, ze kterého lze předpokládat, že se jedná o plíseň rodu Cladosporium. K tomuto závěru 
jsme dospěli po porovnání obrázku č. 25 s obrázkem [39] zobrazující podobný mikroskopický 
profil. Na obrázku č. 25 je zobrazen větvený konidiofor, na kterém jsou patrné jizvy po 
odpadnutí konidií. Konidie jsou elipsovité až válcovité, s drobnými výběžky tvořící řetízky, 
které vyrůstají z koncových buněk konidioforů. Při přípravě preparátů se konidie snadno 
rozpadaly. 
A B 
C 
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Obr. č. 25: Mikroskopický profil plísně rodu Cladosporium 
 
 
 
5.6 Stanovaní polygalakturonové aktivity v rmutu po aplikaci komerčního 
enzymatického preparátu 
Aktivitu komerčního enzymatického preparátu jsme testovali v průběhu nakvášení u 
vinařství č. 1. Je známo, že tyto enzymatické preparáty slouží k uvolnění barevných látek a 
zároveň zvyšují výlisnost. Jedná se tedy o směs pektolytických a celulolytických enzymů. 
Testovali jsme pektolytickou aktivitu přes polygalakturonázu, kterou tento preparát obsahuje, 
přičemž tento enzym výrazně snižuje viskozitu prostředí. Měření jsme provedli pomocí 
Ubbelohdeho viskozimetru s průměrem kapiláry 0,836 mm. Pro měření jsme do viskozimetru 
nalili v čase nula směs substrátu a vzorku moštu červeného vína ošetřeného enzymatickým 
preparátem v poměru 1 : 1 v celkovém objemu 18 ml. Měření této směsi jsme prováděli do 
druhého dne, kdy jsme dosáhli tří po sobě jdoucích stejných hodnot naměřené viskozity.  
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1. den jsme měření relativní viskozity nemohli provést, protože vzorek byl odebrán ještě 
před aplikací enzymatického preparátu.  
 
2. den, tzn. přibližně 20 hodin po aplikaci komerčního preparátu enzymu, jsme provedli 
měření relativní viskozity (Graf č. 9). Nejvyšší hodnotu viskozity jsme brali jako 100 %. Do 
ustálení hodnot viskozity uběhlo 10 hodin 45 minut. Z této závislosti lze stanovit čas, který je 
potřeba k 50 % poklesu hodnoty relativní viskozity. Po vyhodnocení jsme zjistili, že v tomto 
případě by k 50 % poklesu stačilo pouze 9 hodin 35 minut. Z grafu č. 9 je patrné, že relativní 
viskozita prostředí se pozvolna snižovala, až se ustálila na konečných hodnotách. 
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Graf č. 9: Viskozita měřená 2. den po aplikaci enzymatického preparátu 
 
3. den, tzn. 36 hodin po aplikaci enzymatického preparátu, jsme opět provedli měření 
relativní viskozity (Graf č. 10). Nejvyšší hodnotu viskozity jsme brali jako 100 %. Do ustálení 
hodnot viskozity uběhlo 18 hodin 50 minut. Z této závislosti lze stanovit čas, který je potřeba 
k 50 % poklesu hodnoty relativní viskozity. Po vyhodnocení jsme zjistili, že v tomto případě 
by k 50 % poklesu stačilo pouze 15 hodin 55 minut. Z grafu č. 10 je patrné, že viskozita 
prostředí se pozvolna snižovala. V tomto případě ale můžeme vidět, že čas potřebný ke 
snížení viskozity se prodlužuje. Z toho lze předpokládat, že enzymová aktivita se oproti 2. dni 
snížila.      
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Graf č. 10: Viskozita měřená 3. den po aplikaci enzymatického preparátu 
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Graf č. 11: Viskozita měřená 4. den po aplikaci enzymatického preparátu 
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4. den, tzn. 60 hodin po aplikaci enzymatického preparátu, jsme opět provedli měření 
relativní viskozity (Graf č. 11). Nejvyšší hodnotu viskozity jsme brali jako 100 %. Do ustálení 
hodnoty viskozity uběhlo 15 hodin. Z grafu č. 1 je patrné, že na počátku dosáhla viskozita 
poměrně rychle nízkých hodnot. Modrá čára v grafu č. 11 značí oblast při dosažení 50 % 
hodnoty relativní viskozity. Tato hodnota byla dosažena již po 90 minutách od začátku 
měření. Lze tedy předpokládat, že vzorek hroznové šťávy červeného vína měl již poměrně 
nízkou relativní viskozitu, proto došlo k tak  rychlému poklesu relativní viskozity. Poté 
docházelo k velice pomalému ustálení hodnot. Avšak ustálená hodnota dosahuje 64 % 
z celkových 100%.  Z těchto výsledků tedy vyplývá, že aktivita enzymů se projevila jen velmi 
krátce.   
 
7. den, tzn. 156 hodin po aplikaci enzymatického preparátu, došlo k vylisování a odebrání 
vzorku moštu červeného vína. Opět jsme provedli měření relativní viskozity. V tomto případě 
však nebylo možné viskozitu měřit, protože viskozita prostředí se v průběhu několika hodin 
nezměnila. Z toho lze předpokládat, že aktivita enzymů v odebraném vzorku moštu nebyla již 
žádná nebo byla jen velice nízká. Tento fakt mohl být způsoben změnou teploty, délkou trvání 
ošetření hroznové šťávy enzymatickým preparátem, velikostí tlaku užitého při lisování nebo 
nepřítomností mechanických částeček rmutu.  
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Graf č. 12: Srovnání naměřených viskozit jednotlivých dnů  
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Z grafu č. 12 je při srovnání naměřených hodnot relativní viskozity patrné, že k ustálení 
hodnoty relativní viskozity došlo nejrychleji u 2. dne. Křivka 3. dne je velmi podobná křivce 
2. dne, jen narůstá čas potřebný ke snížení relativní viskozity prostředí (Graf č. 12). Z toho je 
tedy patrné, že enzymová aktivita dosáhla nevyšších hodnot druhý den po aplikaci 
komerčního preparátu do rmutu.  
 
 
5.6.1 Vizuální posouzení směsi tvořené substrátem a vzorkem hroznové šťávy obsahující 
enzymatický preparát 
Pektolytické enzymy mají kromě funkce extrakční a čistící, taky funkci mazovatění a 
stmelující. Funkci čistící, stmelující a mazovatění jsme mohli pozorovat při měření viskozity. 
Na počátku měření byla relativní viskozita směsi substrátu a vzorku hroznové šťávy relativně 
vysoká. Aktivní pektolytické enzymy přítomné ve vzorku hroznové šťávy rozkládaly substrát 
a tím docházelo ke snižování viskozity a tedy i zmazovatění prostředí. Při rozkládaní 
substrátu aktivními pektolytickými enzymy vznikala sraženina, která částečně plavala na 
povrchu a částečně byla usazena na dně viskozimetru. Tato sraženina vznikala degradací 
pektinů, které jsou negativního náboje a tvoří ochrannou vrstvu na proteinech, které jsou 
pozitivního náboje. Při degradaci se odhalují pozitivní náboje proteinů z jedné části, negativní 
náboje pektinů z druhé části a dochází k agregaci (tedy nahromadění a flokulaci).  Tvorbou 
sraženiny se nám postupně pročišťovala šťáva tvořená substrátem a vzorkem hroznové šťávy 
obsahující enzymatický preparát. Na obrázku č. 26, popisující měření viskozity 4. dne, je již 
po prvním dni měření šťáva minimálně zakalená. Množství sraženiny na počátku a na konci 
měření viskozity 4. dne bylo téměř stejné, což mohlo ovlivnit průběh měření a to se projevilo 
na hodnotách naměřené viskozity.   
 
Obr. č. 26: Směs substrátu a vzorku moštu při měření viskozity 4. dne 
A 
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Pektolytické enzymy přidané k maceraci hroznové šťávy před přídavkem vinných kvasinek 
v procesu produkce červeného vína má za následek zlepšení vizuálních charakterů (barva a 
hustota) ve srovnání s neupravenými víny [4]. Je však nutné zdůraznit, že ošetření preparátem 
obsahující kombinaci enzymů polygalakturonázy a pektinmetylesterázy, uvolňuje se do moštu 
metanol. Tomuto lze zabránit nahrazením těchto enzymů pektinlyázou, která                         
de – polymerizuje bez uvolňování metanolu [27]. Enzymatická úprava červených vín 
představuje barevné charakteristiky, které jsou považovány za lepší než u vín bez 
enzymatické úpravy. Tyto vína také vykazují lepší stabilitu než neupravené vína [4].  
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6.  ZÁVĚR  
V této práci jsme se zaměřili na dvě vinařství, která se od sebe lišila použitými 
technologickými zásahy a tím, jaké důsledky tyto zásahy měly na přítomnou mikroflóru.    
Technologický 
krok 
Nakvášení Hlavní kvašení 
Technologický 
zásah 
SO2 Enzymy Kvasinky Bakterie 
Způsob 
zahřívání 
SO2 
Vinařství č. 1 - x x - regulovaný
* 
x 
Vinařství č. 2 x x x x neregulovaný
** 
x 
* zahřívání v tanku s tepelnou regulací; ** zahřívání pomocí ponorné tyče 
 
Již na začátku procesu výroby předpokládáme, že užití SO2 do rmutu mělo velký vliv na 
přítomnou mikroflóru. SO2 se do rmutu aplikuje na potlačení nežádoucí mikroflóry, ale do 
určité míry není vyloučené i potlačení žádoucí mikrofóry. Tomu také nasvědčuje výsledek 
počtu kvasinek obsažený v moštu po vylisování u vinařství č. 1 a č. 2 (Graf č. 5). U vinařství 
č. 1 byl počet kvasinek po vylisování 1,4 · 106 ± 1,1 · 105a u vinařství č. 2 byl počet kvasinek 
2,8 · 105 ± 0,8 · 104. Po statistickém vyhodnocení jsme dospěli k závěru, že počet kvasinek je 
u vinařství č. 1 o řád vyšší než u vinařství č. 2. 
  Obě vinařství aplikovaly do rmutu komerční kulturu kvasinek Saccharomyces cerevisiae 
společně s komerčním pektolytickým preparátem. U vinařství č. 1 jsme provedli měření doby 
působení enzymu a zjistili jsme, že nejvyšší aktivitu dosahoval enzym druhý den po aplikaci 
do rmutu. Třetí den se čas potřebný ke snížení relativní viskozity zvýšil. Z toho lze 
předpokládat, že enzymová aktivita se oproti 2. dni snížila (viz. Graf č. 12).  Čtvrtý den po 
aplikaci enzymu se jeho aktivita projevila jen velmi krátce oproti 2. a 3. dni (viz. Graf č. 11). 
Z tohoto výsledku jsme usoudili, že vzorek hroznové šťávy měl již poměrně nízkou relativní 
viskozitu.    
Po aplikaci komerční kultury Sachcaromyces cerevisiae předpokládáme, že její nárůst byl 
až čtvrtý den po aplikaci do rmutu. (viz. Graf č. 3) Toto zdržení mohla způsobit asi původní 
mikroflóra rmutu. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae totiž nemá hlavní podíl při zahajování 
kvašení. Po vylisování došlo k značnému poklesu počtu kvasinek. Zde předpokládáme, že 
část biomasy byla společně s výlisky odstraněna z moštu a zároveň prostředí moštu už nebylo 
vhodným prostředím pro další pomnožení kvasinek. 
Po alkoholovém kvašení se předpokládá nástup malolaktického kvašení. U vinařství č. 1 se 
na rozvoj malolaktických bakterií uplatňovala teplota 20 °C, na kterou byl  mošt zahřátý ještě 
po alkoholovém kvašení, ale teplota dále nebyla udržována kvůli nepřítomnosti tepelného 
regulátoru tanku. U vinařství č. 2 bylo potřeba mošt zahřát na 22 °C pro následující aplikaci 
komerční kultury bakterie Oenococcus oeni. Zahřívání moštu bylo v tomto provedeno pomocí 
ponorné tyče. U tohoto způsobu zahřívání lze předpokládat, že dochází k lokálnímu 
přehřívání v prostředí moštu a to může způsobit znehodnocení přítomné mikroflóry. U 
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vinařství č. 2 jsme po aplikaci komerční bakterie nezaznamenali její přítomnost. U vinařství č. 
1 se po více jak měsíci objevily bakterie mléčného kvašení, kde jsme předpokládali i 
přítomnost Oenococcus oeni. Kultura mléčných bakterií se v moštu objevila i při velmi nízké 
teplotě 5 – 8 °C. Je zřejmé, že teplota nemá na rozvoj těchto bakterií až tak zásadní vliv. pH u 
obou vinařství se pohybovalo od pH 3,5 – 3,6, což můžeme považovat za vhodné prostředí 
pro rozvoj malolaktických bakterií.      
Celý proces měření byl ukončen po aplikaci SO2 do moštu, který tak ukončil probíhající 
procesy.  
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7.  SEZNAM  POUŢITÝCH  ZKRATEK  A  SYMBOLŮ 
S.  …………………………………………………………………. Saccharomyces  
C.  ….……………………………………………………………...  Candida 
H.  …………………………………………………………………  Hansenula  
Kl.  ………………………………………………………………… Kloeckera 
T.  …………………………………………………………………. Torulaspora 
PP  ………………………………………………………………… protopektináza 
PE  ………………………………………………………………… pektinesteráza 
PG  ………………………………………………………………... polygalakturonáza 
BAK  ……………………………………………………………… agar pro bakterie 
SLA  ………………………………………………………………. sladinový agar 
GTK  ………………………………………………  agar pro celkový počet mikroorganismů 
MO  ……………………………………………………………….. mikroorganismus 
měsíc  ……………………………………………………………... 30 dní 
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